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DESCRIPCION

Glucoproteinas recombinantes, procedimiento para su preparacioén, medicamentos que las contienen y su uso.

La invencidn se refiere a nuevas glucoproteinas recombinantes que intervienen de miltiples maneras como sustan-
cias mensajeras, sustancias sefializadoras, promotores, estimuladores e iniciadores en la circulacién animal, en especial
humana; a un procedimiento para su preparacion, a agentes farmacéuticos que las contienen y a sus usos. La invencién
se refiere en particular a nuevas glucoproteinas humanas recombinantes (glucoproteinas hr), preferentemente a nuevos
factores de diferenciacion hr, en especial a la eritropoyetina hr; a nuevos factores de crecimiento hr, en especial al
CSF (factor estimulador de colonias) hr, al GMCSF (factor estimulador de colonias de granulocitos y monocitos) hr;
a nuevos agentes tromboliticos hr, en especial al tPA (activador del plasmindgeno tisular) hr y a la uroquinasa hr; a
nuevos agentes profilacticos de la trombosis hr, en especial a la antitrombina III hr; a nuevos factores de coagulacién
hr, en especial al factor VIII hr y al factor IX hr; a nuevos interferones hr, en especial a los interferones a, 8, y y hr;
y a nuevas interleucinas hr, en especial a la IL-2, IL-15, IL-16 e IL-17 hr; a un procedimiento para su preparacion; a
agentes farmacéuticos que las contienen y a sus usos.

Se denominan glucoproteinas a las proteinas que contienen carbohidratos (azicares) unidos covalentemente. Las
glucoproteinas, en particular las glucoproteinas humanas, actian de sustancias mensajeras, sustancias sefializadoras,
promotores, iniciadores o estimuladores de procesos metabdlicos en animales y seres humanos que intervienen directa
o indirectamente en estos procesos metabdlicos. Habitualmente se generan en el cuerpo in vivo o por biosintesis y,
una vez que han cumplido su funcién especifica, vuelven a ser eliminadas o degradadas por éste. Las glucoproteinas
sintetizadas en el cuerpo de forma natural (las denominadas “glucoproteinas nativas™) se caracterizan porque estian
sustituidas con un grupo acetilo en el grupo amino del resto aminoglucano. Estas glucoproteinas nativas que se pueden
producir por via natural in vivo o por via biosintética (véase el documento DE-PS 4311580) constituyen para el ser
humano y el animal agentes eficaces para estimular el crecimiento y la diferenciacién de células humanas y animales
del sistema inmune y para evitar la adhesion de leucocitos, trombocitos y células tumorales a células endoteliales vas-
culares; para la estimulacién del sistema inmune, en especial de los linfocitos T, para la defensa antiinfecciosa, para el
tratamiento de inmunodeficiencias, enfermedades tumorales incluidos los procesos de metastatizacién, enfermedades
infecciosas e insuficiencia cardiovascular, en especial obstrucciones vasculares y septicemias; para la inhibicién de
la unién de un ligando a su receptor sialilado de la superficie celular; para la inhibicién de la unién de un fago o
una toxina microbiano a la célula huésped a través de un receptor sialilado mediante la modulacién in vivo de dcidos
neuraminicos; para la produccién biosintética de ligandos o receptores con dcido neuraminico modificado y el uso de
los mismos para la competicién entre interacciones fisiolégicas o patoldgicas de ligando y receptor; para la alteracién
in vitro del curso de las infecciones con virus de la inmunodeficiencia humana, asi como para la prevencion in vivo de
las infecciones con virus de la inmunodeficiencia humana; y para el tratamiento de enfermedades parasitarias.

En los organismos animales las glucoproteinas constituyen componentes esenciales de las membranas celulares, asi
como componentes solubles de los liquidos corporales y de la matriz extracelular. Los carbohidratos estdn enlazados
en cadenas (oligosacdridos) y pueden estar unidos de diferentes maneras al esqueleto proteico. Como componentes
importantes de la membrana celular contienen dcido sidlico (derivados del dcido 2-ceto-3-desoxi-D-glicero-D-galacto-
nonulopiranosidico (KDN)), que desempefia un papel crucial en los procesos bioldgicos.

Los oligosacdridos se clasifican en diferentes grupos en funcidn del tipo de enlace. En la mayoria de los casos los
oligosacdridos de acidos tioglucoproteicos estan unidos de forma N-glucosidica a un resto asparagina de la cadena
polipeptidica (N-glucanos). En este grupo se encuentran por una parte las glucoproteinas secretadas con diferentes
funciones, por ejemplo enzimas, inmunoglobulinas y hormonas solubles, y por otra las glucoproteinas de membrana,
por ejemplo enzimas de membrana, protefnas transportadoras y proteinas receptoras. Otro grupo lo forman los oligosa-
céridos unidos de forma O-glucosidica a través de un resto galactosa, N-acetilgalactosamina o xilosa a un resto serina
o treonina de la cadena polipeptidica (O-glucanos). Coexisten también con los N-glucanos en las inmunoglobulinas
y en otras glucoproteinas. Entre los O-glucanos también se encuentran los oligosacaridos de los proteoglucanos, que
se caracterizan por una proporcién especialmente elevada de carbohidratos. En estos glucoconjugados, presentes en
la matriz extracelular, los oligosacdridos pueden estar unidos al esqueleto polipeptidico a través de un resto galactosa,
N-actilgalactosamina o xilosa.

Las glucoproteinas, compuestas por monosacdridos y proteina, se resumen a menudo junto con los glucolipidos
bajo el nombre de glucoconjugados. Los componentes de aziicar de las glucoproteinas, que salvo en unas pocas excep-
ciones constituyen menos del 50% de la glucoproteina total, estdn enlazados con la proporcién peptidica a través de
enlaces O- o N-glucosidicos disociables mediante glucosidasas. Como carbohidratos se encuentran en las glucopro-
tefnas hexosas (galactosa, manosa, con menor frecuencia glucosa), N-acetilhexosamina, dcido N-acetilneuraminico,
fucosa y otras. Para la identificacion y determinacién de las glucoproteinas es adecuada en primer lugar la cromato-
grafia de afinidad con lectinas vegetales como ligandos (por ejemplo concanavalina A o aglutinina de germen de trigo
u otras).

Entre las glucoproteinas se encuentran casi todas las glucoproteinas de membrana, proteinas de suero, proteinas
de plasma, las sustancias de grupo sanguineo, muchas enzimas y proteohormonas, todos los anticuerpos, las calonas,
mucinas, lectinas, bindinas, fibronectina, el factor intrinseco y similares. Algunas glucoproteinas intervienen como
proteinas de membrana o superficiales en la patogenicidad de los virus. Aqui, al igual que en el caso de otras in-
teracciones celulares especificas de receptor, los componentes de carbohidrato son los responsables de los procesos
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de reconocimiento a nivel molecular. Algunas bacterias y virus se adhieren a sus células diana a través de ciertas
estructuras de azicar dispuestas sobre los receptores.

Las estructuras oligosacaridicas también son especialmente importantes en relacién con la interaccion célula-cé-
lula o célula-matriz. Asi, los oligosacéridos de las glucoproteinas median la adhesién de células neuronales y la unién
de linfocitos a células endoteliales especificas. Ademas, los oligosacaridos pueden servir de determinantes antigénicos
de glucoproteinas. Las interacciones carbohidrato-carbohidrato también contribuyen de forma importante al recono-
cimiento celular especifico durante la embriogénesis y la organogénesis. La transformacién maligna de células viene
acompafiada de alteraciones caracteristicas en las estructuras oligosacaridicas de las glucoproteinas. Hasta qué punto
las estructuras oligosacaridicas de las células tumorales y de las glucoproteinas celulares son causa o efecto de la
generacion de tumores y de la metastatizacién no se ha esclarecido por completo hasta la fecha.

En los casos patoldgicos en los que participa el sistema inmune es necesario reforzar el sistema inmune mediante
la administracién de sustancias que estimulan las células del sistema inmune. Por lo tanto, la bisqueda de principios
activos para la estimulacién del sistema inmune constituye un objetivo preferido de la investigacién farmacoldgica. Sin
embargo, hasta la fecha no se conocen agentes inmunoestimulantes eficaces con pocos o ningunos efectos secundarios.

El objetivo de la invencién era, pues, descubrir nuevas sustancias con cuya ayuda fuera posible influir de forma
atn més eficaz, especifica y selectiva que hasta ahora en los procesos metabdlicos regulados por glucoproteinas como
sustancias mensajeras, sustancias sefializadoras, promotores, estimulantes e iniciadores. El objetivo de la invencién
era en particular descubrir nuevas glucoproteinas de este tipo como sustancias mensajeras, sustancias sefializadoras,
estimulantes, promotores e iniciadores para el metabolismo humano y animal que se pudieran usar a dosis menores y,
por lo tanto, presentaran menos efectos secundarios no deseados que las sustancias nativas correspondientes.

Ahora se ha descubierto que este objetivo se puede alcanzar de acuerdo con la invencién sustituyendo en las glu-
coproteinas nativas antes mencionadas la sustitucién acetilo presente de forma natural en el resto aminoglucano por
otro grupo acilo, en particular por un grupo acilo C;-C;, o por un resto hidrocarbilo, en particular por un resto alquilo,
alquenilo o alquinilo C;-C;. Se ha observado que los nuevos compuestos asi obtenidos presentan una farmacocinética
modificada, en particular prolongada, en comparacién con la vida media bioldgica (semivida) de las correspondien-
tes glucoprotefnas nativas conocidas y comerciales con un grupo N-acetilo en el resto aminoglucano. Estas nuevas
glucoproteinas se pueden producir como se describe mds adelante, en especial por ingenieria genética, obteniéndose
glucoproteinas recombinantes, en particular glucoproteinas humanas recombinantes (glucoproteinas hr).

Debido a su farmacocinética modificada, en particular prolongada, estas sustancias pueden usarse en terapia a dosis
bastante menores, de modo que también se pueden reducir considerablemente los efectos secundarios no deseados
observados hasta ahora al usar las sustancias nativas correspondientes. Esto es especialmente valido cuando las nuevas
glucoproteinas se usan en forma de sus derivados en los que los grupos OH de la proporcién monosacaridica estan
acilados, preferentemente acetilados, una o varias veces.

De acuerdo con un primer aspecto, el objeto de la presente invencién son nuevas glucoproteinas recombinantes, en
particular glucoproteinas humanas recombinantes (glucoproteinas hr) de formula general (I)

(1)

en la que significan:
R’ un resto acilo C;-C; ciclico que puede presentar uno o varios grupos hidroxilo y/o carbonilo,

R, R;, R, ¥ Rs, que pueden ser iguales o diferentes, respectivamente hidrégeno, un resto alquilo C;_ lineal o
ramificado; un resto alquenilo C;_,, lineal o ramificado; un resto alquinilo C;_,, lineal o ramificado; un resto alquenilo
o alquinilo C4_,, con 2 0 més enlaces dobles o enlaces triples respectivamente; un resto arilo Cg_50; un resto acilo
(-CO-R)) lineal o ramificado, saturado o mono- o poliinsaturado con un total de 1 a 20 4tomos de carbono que puede
presentar uno o varios grupos hidroxilo; un resto aroflo Cg_»; un resto carbonilamido de formula -CONH, o -CONHR ;
un resto tioacilo (-CS-R,) lineal o ramificado, saturado o mono- o poliinsaturado con un total de 1 a 20 dtomos
de carbono; o un resto tiocarbamido de férmula -CS-NH, o -CS-NHR;; en los que R, representa respectivamente
hidrégeno o un resto alquilo C,_», lineal o ramificado, saturado o mono- o poliinsaturado y en los que cada uno de
los restos antes mencionados, a excepcidn de H, puede presentar uno o varios grupos halégeno, hidroxi, epoxi, amino,
mercaptano, fenilo, fenol o bencilo como sustituyente(s) y
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T un resto mono-, di- u oligosacarido con hasta 40 restos aziicar enlazados entre si de forma glucosidica, que
representan anillos de furanosa y/o de piranosa, contienen 5 a 230 dtomos de carbono y estdn unidos de forma N- u O-
glucosidica a polipéptidos.

En la férmula general (I) antes mencionada significan preferentemente:

R», R3, Ry y Rs, que pueden ser iguales o diferentes, respectivamente hidrégeno, un resto alquilo lineal o ramificado
con 1 a 7 atomos de carbono; un resto alquenilo lineal o ramificado con 3 a 10 d&tomos de carbono; un resto alquinilo
lineal o ramificado con 3 a 10 4&tomos de carbono; un resto alquenilo o alquinilo con 2 o mds enlaces dobles o enlaces
triples, respectivamente, y 7 a 12 atomos de carbono; un resto fenilo; un resto acilo (-CO-R,) lineal o ramificado,
saturado o mono- o poliinsaturado con un total de 1 a 7 4tomos de carbono, en especial un resto acetilo, incluidos sus
analogos mono- o polihidroxilados; un resto aroflo con 6 a 10 dtomos de carbono; un resto carbonilamido de férmula
-CONH, o -CONHR}; un resto tioacilo (-CS-R,) lineal o ramificado, saturado o mono- o poliinsaturado con un total
de 1 a 7 atomos de carbono; o un resto tiocarbamido de férmula -CS-NH, o -CS-NHR;; en los que R, representa
respectivamente hidrégeno o un resto alquilo lineal o ramificado, saturado o mono- o poliinsaturado con 1 a 20 dtomos
de carbono y cada uno de los restos antes mencionados, a excepcién de H, puede estar sustituido una o varias veces
con fldor, cloro, bromo o yodo, o grupos hidroxi, epoxi, amino, mercaptano, fenilo, fenol o bencilo.

De acuerdo con otra forma de realizacion preferida de la invencién, en la férmula general (I) representa T un resto
sacarido de estructura N-glucano de férmula (Ia)

A

G Nemice Gai-r
MELL onAld gy
ald
! e y 4 ™~ T AL, T
N 3 \ 3 t L 3
Parte de )l( N GN M GN il . {Ia)
una cadena ? clb edie \ e Cul v
polipeptidica Thr Fue %43 el AR T IEN Gaten
o Ser ™~ (;Nj.].!.:f.c;.)-r

en la que significan:

Gal = galactosa,

GN = N-acetil-D-glucosamina,

M = D-manosa,

Fuc = fucosa,

Asn = asparagina,

X = cualquier aminoacido excepto prolina,

Thr = treonina,

Ser = serina,

* = punto de unién de T (1 a 6 restos moleculares),

y en la que los dos restos M periféricos pueden estar sustituidos con 1 a 3 trisacdridos; o
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un resto sacdrido de estructura O-glucano de férmula general (Ib):

4(‘:2‘ - 3 - 3a) - Polisacarido

Parte de

una cadena o %hr w

polipeptidica l HAcGa (Ib)
o
Xyl

en la que significan:

Gal = galactosa,

Thr = treonina,

Ser = serina,

Xyl = xilosa,

NAcGal = N-acetil-galactosamina,
* = punto de unién de T,

pudiendo estar sustituida la galactosa (Gal) en las férmulas (Ia) y (Ib) anteriores por 2-desoxi-galactosa o 2-desoxi-
2-halogenuro(F, Cl, Br, J)-galactosa.

Especialmente cuando T es un resto sacdrido de estructura N-glucano o un resto sacarido de estructura O-glucano,
GN representa preferentemente un resto de férmula general (I):

R0
C§20R€

R

[ 9]

: (11)
NHRf
OH

en la que R’}, R, y R; presentan los significados antes indicados, Rs presenta los mismos significados que R, y R; y
-NHR’, puede adoptar, ademds de la posicién ecuatorial, la posicién axial y en la que ademds, cuando -NHR’, esta
en posicion ecuatorial, -OR, puede estar en posicidn axial y uno o varios o todos los grupos -OR,, -ORj;, -OR; y/0
el grupo OH libre pueden estar acilados mediante un resto acilo (-CO-R,) lineal o ramificado, saturado o mono- o
poliinsaturado con un total de 1 a 20, preferentemente 1 a 7 dtomos de carbono, preferentemente mediante el resto
acetilo (-CO-CH,;), incluidos sus andlogos mono- o polihidroxilados.

Los restos R; a Ry antes indicados representan preferentemente H o CHj; o acilo C,;-C;, en especial acetilo.

En el grupo HHR’;, R’; representa preferentemente un resto ciclopropanoilo que puede presentar uno o varios
grupos hidroxilo y/o carbonilo.

Los nuevos compuestos antes indicados de acuerdo con la invencién presentan una farmacocinética modificada, en
particular prolongada, en comparacién con la vida media bioldgica (semivida) de las correspondientes glucoproteinas
naturales (nativas) conocidas y comerciales con R’; = acetilo.
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En el caso de los nuevos compuestos de acuerdo con la invencion se trata preferentemente

de glucoproteinas recombinantes, especialmente de glucoproteinas humanas recombinantes (glucoproteinas hr),
preferentemente de factores de diferenciacion hr, en particular de la eritropoyetina hr;

de factores de crecimiento hr, en especial de CSF hr (factor estimulador de colonias), GMCSF hr (factor estimula-
dor de colonias de granulocitos y monocitos);

de agentes tromboliticos hr, en especial del activador de plasmindgeno tisular hr (tPA) y la uroquinasa hr;
de agentes profil4cticos hr de la trombosis, en especial de la antitrombina III hr;

de factores de coagulacion hr, en especial del factor VIII hr y del factor IX hr;

de interferones hr, en especial de los interferones @, 8, y y hr; y

de interleucinas hr, en especial de IL-2, IL-15, IL-16 e IL-17 hr.

Las glucoproteinas recombinantes antes definidas de acuerdo con la invencidn, en especial las glucoproteinas hr,
constituyen nuevas clases de sustancias que se pueden usar como potentes principios activos para el tratamiento de
enfermedades en las que intervienen células de la respuesta inmune especifica e inespecifica, células tumorales, leu-
cocitos, trombocitos y células endoteliales vasculares. Los nuevos compuestos de acuerdo con la invenciéon pueden
actuar selectivamente a través de una modulacién de los receptores de membrana que participan en la regulacion del
crecimiento y de la diferenciacion, asi como en la adhesion de células del sistema inmune, de tumores y de vasos. La
inmunoestimulacién es necesaria en los procesos de curacién de enfermedades infecciosas y tumorales. Ademads, los
nuevos compuestos de acuerdo con la invencién impiden la adhesién de leucocitos o de células tumorales a células
endoteliales vasculares en caso de un choque séptico o una metastatizacién. Debido a su semivida biol6gica modifica-
da, preferentemente prolongada, la administracién de estas sustancias se puede llevar a cabo en una dosis claramente
reducida. Cuando se usan sus derivados acilados, en especial acetilados, en los grupos OH del resto monosacarido,
la dosificacion se puede disminuir adicionalmente a aproximadamente la mitad. Las nuevas glucoproteinas recombi-
nantes de acuerdo con la invencién se pueden usar como estimulantes para las células del sistema inmune. De este
modo es posible reforzar considerablemente el sistema inmune en los organismos inmunodeficientes. Se caracterizan
por una elevada especificidad celular y unos efectos secundarios reducidos o completamente ausentes, asi como por
una alta estabilidad, en especial estabilidad bioldgica.

La invencidn se explica con mas detalle a continuacién haciendo referencia a la glucoproteina especifica eritro-
poyetina hr pero sin limitarse a ella. Como resulta evidente para el experto, las realizaciones siguientes naturalmente
también se aplican a las demads nuevas glucoproteinas hr antes enumeradas de la invencién.

La eritropoyetina (EPO) humana es una glucoproteina con 166 aminodacidos, 3 sitios de glucosilacién en las po-
siciones de aminodcidos 34, 38 y 83 y un peso molecular de aproximadamente 34.000 a 38.000. La proporciéon de
cadenas laterales glucosiladas constituye aproximadamente el 40% del peso molecular (véanse Jacobs y col., “Natu-
re” 313, 806-809 (1985); y Dordal y col., “Endocrinology” 116, 2293-2299 (1985)). La EPO se produce en el rifién y
es transportada a su lugar de accidn fisioldgica, la médula dsea, por via sanguinea.

La EPO se puede aislar de fuentes naturales, tales como la orina humana (véase, por ejemplo, Miyake y col.,
“J. Biol. Chem.” 252, 5558-5564 (1977)), o bien se puede producir por ingenieria genética (véanse, por ejemplo,
los documentos EP-A-0148605 y 0267678). Su funcion fisioldgica consiste en la estimulacién de la eritropoyesis, es
decir, en la estimulacién del crecimiento y la diferenciacion de células precursoras de eritrocitos. Se usa ampliamente
como medicamento para pacientes anémicos, para pacientes postoperatorios y para pacientes que tras una extirpacién
de rifién reciben una hemodidlisis. En primer lugar sirve para el tratamiento de anemias de origen renal, es decir,
de anemias causadas por una limitacién o pérdida de la funcién de los rifiones. La pérdida de la funcién de los
rifiones puede tener diferentes causas, por ejemplo un riego sanguineo reducido, inflamaciones crénicas, traumatismos,
extirpacion, sindrome hepatorrenal y medidas de diélisis condicionadas por estas enfermedades.

Se conoce ya un procedimiento para el aislamiento de la EPO a partir de orina humana que contiene EPO (véase,
por ejemplo, la patente de Estados Unidos 3865801). Sin embargo, puesto que el contenido de EPO en la orina
humana normal es extremadamente bajo y constituye del orden de aproximadamente 0,01 a 0,02% en peso de las
proteinas totales en la orina, resulta dificil obtener la EPO eficazmente por esta via. Por el documento EP 0116446 se
conoce también un procedimiento segun el cual se puede producir eritropoyetina de alta pureza y en el que se usa un
polipéptido como anticuerpo. Este documento, sin embargo, no contiene datos sobre los rendimientos que se pueden
obtener con él, y este procedimiento es relativamente dificil de realizar.

Desde hace algunos afios se conoce el gen para la EPO humana, que se ha podido aislar y caracterizar a partir de
un banco de genes hepaticos fetales. Desde 1985 estd disponible para estudios genético-tecnolégicos (véase Jacobs y
col., “Nature” 313, 806-809 (1985)). La EPO se puede expresar en células animales con la ayuda de procedimientos
de ingenieria genética.
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La nueva EPO recombinante de acuerdo con la invencién se puede producir (al igual que las demas nuevas glu-
coproteifnas recombinantes antes mencionadas) por ingenieria genética partiendo de eritropoyetina pura procedente de
un material con contenido en eritropoyetina obtenido a partir de sobrenadantes de cultivos celulares. Como células
de cultivo se usan células eucariotas, sobre todo animales, en especial células CHO o células COS7 o células Nalm
o fibroblastos transformados y no transformados, que se cultivan de forma conocida en si en un medio de cultivo
habitual, preferentemente en un medio FCS, RPMI 1640, HAT, Eagle-MEM, Dulbecco-MEM y/o Glasgow MEM,
que como precursor de glucano contiene un monosacdrido ciclico N-acilado C;-C; para la biosintesis, y la EPO hr
obtenida dado el caso se acila, preferentemente se acetila, una o varias veces o por completo de manera conocida en
si (véase “Organicum”) en los grupos OH del resto monosacdrido, preferentemente mediante un anhidrido de dcido
adecuado, en especial mediante anhidrido del 4cido acético.

Segtin otro aspecto es objeto de la presente invencién un procedimiento para la produccién de las nuevas gluco-
proteinas recombinantes de la invencidn, definidas anteriormente, a partir de un material que contiene una o varias
glucoproteinas recombinantes, en particular glucoproteinas humanas recombinantes, y que se ha obtenido a partir de
sobrenadantes de cultivos celulares, caracterizado porque como células de cultivo se cultivan de forma conocida en si
células eucariotas, preferentemente animales, con especial preferencia células CHO o células COS7 o células Nalm
o fibroblastos transformados o no transformados, en un medio de cultivo habitual que como precursor de glucano
contiene un monosacdrido ciclico N-acilado C;-C; para la biosintesis de los aminoazicares en una concentracion de
0,001 a 50 mmoles/l, preferentemente de 0,5 a 20 mmoles/l, a una temperatura de 18 a 40°C, preferentemente de 30°C,
y aun pH de 6,0 a 8,2, preferentemente de 7,2, y el derivado N-acilado o el derivado N-hidrocarbonilado obtenido de
la glucoproteina se separa y se obtiene de manera conocida en si y, dado el caso, se acila, preferentemente se acetila,
una o varias veces o por completo en los grupos OH u OR del monosacarido, preferentemente mediante un anhidrido
de 4cido adecuado, en especial mediante anhidrido del acido acético.

Como medio de cultivo se usa preferentemente un medio FCS, RPMI 1640, HAT, Eagle-MEM, Dulbecco-MEM
y/o Glasgow-MEM.

Como precursor de glucano se usa N-acil-(C;-C,)-(en especial N-ciclopropanoil-,-D-glucosamina, -D-galactosa-
mina o dcido N-acil-(C;-C;)-(en especial N-ciclopropanoil)-neuraminico ciclico, en especial -D-manosamina, o una
mezcla de ellos.

Una de las caracteristicas esenciales del procedimiento de acuerdo con la invencién consiste en que se usa un medio
de cultivo celular que como precursor de glucano contiene un monosacarido N-acilado correspondientemente para la
biosintesis de los aminoazicares, por ejemplo N-ciclopropanoil-D-glucosamina o N-ciclopropanoil-D-galactosamina,
que son adecuados para sustituir la N-acetil-D-glucosamina o la N-acetil-D-galactosamina o el dcido N-acetil-neura-
minico por la N-ciclopropanoil-D-glucosamina o la N-ciclopropanoil-D-galactosamina o el dcido N-ciclopropanoil-
neuraminico en la cadena de glucanos de la EPO secretada por las células en cultivo. Han resultado especialmente
eficaces los precursores directos del dcido neuraminico, a saber, N-ciclopropanoil-D-manosamina o una mezcla de
estos azucares. La ruta metabdlica de estos andlogos de aminoaziicares se ha dilucidado (véase Kayser y col., “J. Biol.
Chem.” 267, 16934-16938 (1992)) y se representa a continuacién para la N-propanoil-D-manosamina:

(Tabla pasa a pdgina siguiente)
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N-propanoil-D-manosamina

ATP
.\\L N-acetilmanosamina-quinasa

N-propanoil-D-manosamina-6- @
PEP
‘\\- acido N-acetilneuraminico-aldolasa

y
acido N-propanoiIneuraminico-9-®

® “/ acido N-acetilneuraminico-9-fosfatasa

acido N-propanoilneuraminico

CTP
\ acido CMP-N-acetilneuraminico-sintasa

acido CMP-N-propanoilneuraminico

aceptor L
sialiltransferasa

acido N-propanoilneuraminico-aceptor + CMP

significando en la secuencia de reacciones antes mencionada:

ATP trifosfato de adenosina

PEP fosfoenolpiruvato

P fosfato

CTP trifosfato de citidina

CMP monofosfato de citidina

aceptor una proteina que se encuentra en estado glucosilado.

Para la glucosilacién de proteinas se necesitan los siguientes monosacaridos: N-Acetil-D-glucosamina, N-acetil-
D-galactosamina, D-manosa, D-galactosa, L-fucosa, N-acetil-D-manosamina y 4cido N-acetilneuraminico, que estan
enlazados entre si de manera tipica (véase E. Buddekke, “Grundrifl der Biochemie”, 9% edicién, pag. 185 en adelante
(1994)).

Los monosacdridos enlazados entre si para formar oligosacaridos (glucanos) estdn unidos con el polipéptido bien
de forma N-glucosidica a través del aminoacido asparagina en la secuencia tripeptidica tipica asparagina-cualquier
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aminodcido (excepto prolina)-serina o treonina o cisteina (N-glucanos), o bien estan unidos de forma O-glucosidica a
través de serina (O-glucanos). En estos glucanos se puede sustituir la N-acetil-D-glucosamina por N-ciclopropanoil-
D-glucosamina y/o la N-acetil-D-galactosamina por N-ciclopropanoil-D-galactosamina.

En el caso del azicar terminal 4cido N-acetilneuraminico se produce una sustituciéon por el acido N-ciclopropa-
noilneuraminico.

Mediante la introduccién de uno o varios de estos andlogos de azicar, que se pueden afadir al medio de cultivo
celular solos o en mezcla, la EPO sintetizada y secretada por las células contiene una nueva estructura en la que
los monosacaridos nativos estdn sustituidos por nuevos monosacaridos quimicamente modificados. Los compuestos
completos obtenidos constituyen nuevos compuestos.

Estas nuevas eritropoyetinas metabdlicamente modificadas presentan nuevas propiedades bioldgicas, en particular

poseen una mayor estabilidad bioldgica. Esta se explica actualmente por el hecho conocido de que las glucoproteinas
contienen restos 4cido N-acetilneuraminico terminales que estdn enlazados con D-galactosamina (véase A. Rosenberg,
“Biology of Sialic Acids”, Plenum Press, Nueva York y Londres, paginas 7-67 (1995)). Su funcién en este enlace
consiste en proteger a la galactosa de ser reconocida por las células y por sus receptores especificos de galactosa, lo
que se ha podido demostrar mediante los estudios de G. Ashwell publicados en la referencia bibliografica Schauer
antes citada. Si estas galactosas terminales en las glucoproteinas son reconocidas, las glucoproteinas reconocidas, que,
en consecuencia, ya no llevan dcido N-acetilneuraminico, se conducen a la degradacién intracelular. Este dcido N-
acetilneuraminico, esencial para la estabilidad biol6gica, estd sujeto a un recambio natural. Este viene determinado
fundamentalmente por neuraminidasas (o sialidasas) especificas que disocian el 4cido N-acetilneuraminico. De este
modo estas glucoproteinas envejecen y se conducen a la degradacién natural. Estas neuraminidasas requieren para su
plena actividad el grupo N-acetilo en el 4cido N-acetilneuraminico.

En los nuevos compuestos de EPO de acuerdo con la invencién, el grupo N-acetilo natural estd sustituido por
grupos N-acilo C;-C; ciclicos homdlogos, por ejemplo por el grupo N-propanoilo. Pero también los grupos N-acilo
y N-hidrocarbilo antes mencionados son grupos de sustitucion eficaces. Por lo tanto, la sustitucién del 4cido N-ace-
tilneuraminico por los compuestos N-acilicos y/o N-hidrocarbilicos homélogos antes mencionados reduce la afinidad
de las neuraminidasas por estos dcidos N-acil- y/o N-hidrocarbil-neuraminicos modificados. De este modo el 4cido
neuraminico modificado se disocia con una tasa mucho menor, permanece mas tiempo unido a la hidroproteina y
puede ejercer durante mds tiempo la funcién protectora deseada. De esta forma la glucoproteina se vuelve mas estable
biolégicamente. Esto significa que la EPO modificada como se ha descrito anteriormente, administrada por via paren-
teral, puede permanecer mds tiempo en el organismo. Asi pues, permanece activa durante mds tiempo. De este modo
se puede reducir la dosis de EPO, pues la EPO modificada de acuerdo con la invencién presenta la misma actividad
bioldgica en relacién con la estimulacién de la hematopoyesis que la EPO nativa. Ademads, la EPO modificada de
acuerdo con la invencién es més estable.

La descripcién anterior del mecanismo bioldgico que se desarrolla en la produccién y administracién de la eritro-
poyetina hr naturalmente también se aplica a las demas glucoproteinas recombinantes de acuerdo con la invencién, es
decir, también a los factores de coagulacion, interferones, interleucinas, factores de crecimiento, agentes tromboliticos
y agentes profilacticos de la trombosis antes mencionados.

De acuerdo con otro aspecto, la presente invencion se refiere en particular a los siguientes compuestos:
Eritropoyetina humana recombinante (eritropoyetina hr) para el tratamiento de anemias, en la que el grupo N-
acetilo natural de los restos glucano, en especial de los restos dcido N-acetilneuraminico terminales, esta sustitui-
do por un resto N-acilo C;-C; ciclico, en especial por un resto N-ciclopropanoilo, incluidos sus andlogos mono- o
polihidroxilados y/o -cetilados.
Las nuevas eritropoyetinas hr de acuerdo con la invencién presentan preferentemente un resto glucano seleccionado
del siguiente grupo:
NeuAce2-3Galf1 —3GIeNAcSt “
6
NeuAca2~3Galf1 -~ 4GleN -
alf1 -~ 4GleNA¢c A1 —2Manal N Fucal-é\
gmm-wxcmcm -4GlcNae  (8)
. e
NeuAca2=3Galf1 - LGlcNAcS1 ~2Manal
4

NewAce2-3Galft —3GleNACS1 ~
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NeuAca2=3Galf1 ~4GleNAS1 ~2Manat ~
4
NewAca2 =3Galft —4GicNAcst ~

NeuAea=3Galft ~4GIcNACH1 - 3Galft =4OINACAL
NeuAea2 —3Galf1 —SGIcNAcH ~3Galf1 ~1GleNAcH1 —2Manal
NevAca2~3Galfl ~3GleNAeS1 —2Manat
4
NeuAca2—3Galf1 —3GIcNAcAt 7
NeuAca2-3Galf1 —4GIcNAcS1 ~3Galf1 —4GIcNACh
6
NeuAca2~3Galf1 ~4GIcNACA1 - 3Galf1 ~4GlcNAc1 —2Mang)
NewAca2~3Galft - 3GINACA —3GalBt —4GIcNAcS ~2Manal ~
4

NeuAca2—3Galg1 — 3GIeNAcA1 7

NeuAca2—3Galf1 —~4GIcNAcS1 = 2Manal Fucal=6

6
Manfl - GIcNAcH1 —4GleNAe (€)
3

NeuAca2 —3Galf1 —=4GIeNAcS1 —2Manat d
4

NeuAco2~3Galft —4GIcNAcS1 ~

NevAca2~3Galft ~4GleNAcS1 N

NeuAca2=3Galfl ~4GleNAcS1 —2Menal s Fucal =6 -

Manf1 =3GleNAcf1 ~4GleNAe
3

NevAca2—3Galf1 —4GIcNAe 1 —2Manat ~

10

N6 Fucat~6
Manf1—4GIcNAcS1 —4GlcNAe  (€)
3

~6 Focal -6 <
Manf1 ~4GIcNAcS1 =-4GleNAe
k]
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NeuAca2—3Galf1 —4GIeNACST | ]
NeuAcal—-3Qalft -4GicNAcA =2Manal N s Fucal =6 .
Manf1 -4GIcNA<f1 ~4GlcNA (9)
NeuAca2 =3Galf) - 4GleNAcS1 ~2Manal =
4

Galf1 -3GleNAcs

NewAca2—3Galft - 4GIcNACA1 ~3Galft ~4GIcNACA

NewAca2~3Galft -4GIcNACH ~2Manal ] Fucal =6 _

;du\&i —4GleNAeN ~3GleNAe
NeuAca2—3Galf1 ~4GIeNAS) —2Manal

-4
Gulfl -4GleNAch

NeuAca2=-3Galft —4GleNAcS ~3Galfl 4Gk NAc/ ~¢
NeuAea2-3Galft ~3GIeNAcA1 ~ 3Galf1 —4C1eNAe ST ~ 2Manat ~g Fucal=§ .

Mang1 ~ 4GIcNAcA - 4GIcNAG
NeuAca=3Gal1 ~4GINACH ~2Manar *

4
Galf1-4GicNAcs 7

NeuAca2=3Galf1 -4GlcNAC1 ~2Manal 6 Fucal ~6

;vhnh ~4GleNAef1 ~4GIeNAe (k)
NeuAca2—3Galft —4GIcNAc) =2Manal ~

NeuAca2~3Galf1 =4GlcNAcS1 —2Manel ~ Fucal -6
~

Manf1=4GIeNAGH1 - 401eNAC M
NeuAca2~3Galf1 ~4GlcNAcSt ~2Manal ~

L4
Galf1 =4GlcNAc/

NeuAca2—3Galft ~4GIeNAGA1
6
Y — - —
NewAca2—3Galfl ~4GIcNACH —2Manal ~ Fucal=6 _
Mgt~ 4GleNAcS1 ~4GIeNAC (m)

Galp1~4GIcNAcSt ~2Manal

11

(h)
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NewAca2—3Galft ~4GIeNACSI .
NevAca2-~3Galf1—4GleNAcB] =2Manal N Fucal=6 ,_

134111#1—4GlcNAcﬂ1 —-4GleNAe (n)
Galf1 ~4GIeNAcA1~2Manal ~

4
Galfl —4GIcNAcs1 7

NeuAca2=3Galf1 ~4GleNAc#! —3Galft —4GIcNAsfSt ~6

NeuAca2—30alf1—4ClcNAcS —2Manal N Fucal ~6 “

Mang1—4GIcNAGH1 ~4GleNAG (o)
Galf ~4GleNACS —2Manal ~
4
Qalg1—4GIcNApt <

en el que Ac en los restos NeuAc y/o uno o varios o todos Ac en los demds restos estd(n) sustituido(s) respectiva-
mente por un resto acilo C;-C; ciclico, en especial por un resto N-ciclopropanoilo, incluidos sus andlogos mono- o
polihidroxilados y/o -cetilados.

Otras glucoproteinas hr preferidas de acuerdo con la invencién son las siguientes:

Factores de crecimiento hr, en particular GCSF hr y/o GMCSF hr, para el tratamiento de enfermedades del sistema
hematopoyético, en particular de la agranulocitosis o la trombopenia, sobre todo para la estimulacién del crecimiento
de los glébulos blancos, en particular de los linfocitos, granulocitos y monocitos, en los que el grupo N-acetilo natural
de los restos glucano, en especial de los restos dcido N-acetilneuraminico terminales, estd sustituido por un resto N-
acilo C;-C; ciclico, en especial por un resto N-ciclopropanoilo, incluidos sus andlogos mono- o polihidroxilados y/o
-cetilados;

Agentes tromboliticos hr, en particular tPA hr o uroquinasa hr, para el tratamiento de trombos o la profilaxis de la
trombogénesis, en los que el grupo N-acetilo natural de los restos glucano, en especial de los restos dcido N-acetil-
neuraminico terminales, estd sustituido por un resto N-acilo C;-C; ciclico, en especial por un resto N-ciclopropanoilo,
incluidos sus andlogos mono- o polihidroxilados y/o -cetilados.

Agentes profilacticos de la trombosis, en particular antitrombina III hr, para la profilaxis de la trombogénesis, en
los que el grupo N-acetilo natural de los restos glucano, en especial de los restos dcido N-acetilneuraminico terminales,
estd sustituido por un resto N-acilo C;-C; ciclico, en especial por un resto N-ciclopropanoilo, incluidos sus andlogos
mono- o polihidroxilados y/o -cetilados;

Factores de coagulacién hr, en particular el factor VIII hr y/o el factor IX hr, para el tratamiento de trastornos del
sistema de coagulacién condicionados por una deficiencia hereditaria o adquirida del factor VIII y/o factor IX, en los
que el grupo N-acetilo natural de los restos glucano, en especial de los restos dcido N-acetilneuraminico terminales,
estd sustituido por un resto N-acilo C;-C; ciclico, en especial por un resto N-ciclopropanoilo, incluidos sus andlogos
mono- o polihidroxilados y/o -cetilados;

Interferones hr, en particular los compuestos de interferén « hr, para el tratamiento de tumores malignos, en espe-
cial de melanomas, y de autoinmunopatias, en los que el grupo N-acetilo natural de los restos glucano, en especial de
los restos dcido N-acetilneuraminico terminales, estd sustituido por un resto N-acilo C;-C; ciclico, en especial por un
resto N-ciclopropanoilo, incluidos sus andlogos mono- o polihidroxilados y/o -cetilados;

Interferones hr, en particular los compuestos de interferén 8 hr, para el tratamiento de todas las formas de la
esclerosis multiple y de enfermedades viricas, sobre todo de la hepatitis B virica, la hepatitis C virica, la hepatitis D
virica y de encefalitis viricas, en los que el grupo N-acetilo natural de los restos glucano, en especial de los restos
dcido N-acetilneuraminico terminales, estd sustituido por un resto N-acilo C;-C; ciclico, en especial por un resto N-
ciclopropanoilo, incluidos sus andlogos mono- o polihidroxilados y/o -cetilados;

Interferones hr, en particular los compuestos de interferén y hr, para el tratamiento de tumores malignos, de la
hepatitis B virica, la hepatitis C virica, la hepatitis D virica y de encefalitis viricas, en los que el grupo N-acetilo natural
de los restos glucano, en especial de los restos dcido N-acetilneuraminico terminales, estd sustituido por un resto N-
acilo C;-C; ciclico, en especial por un resto N-ciclopropanoilo, incluidos sus andlogos mono- o polihidroxilados y/o
-cetilados;

Interleucinas hr, en particular IL-2 hr, IL-15 hr, IL-16 hr e IL-17 hr, para el tratamiento de tumores malignos
metastatizantes, en especial de melanomas, en los que el grupo N-acetilo natural de los restos glucano, en especial de
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los restos dcido N-acetilneuraminico terminales, estd sustituido por un resto N-acilo C;-C; ciclico, en especial por un
resto N-ciclopropanoilo, incluidos sus andlogos mono- o polihidroxilados y/o -cetilados.

En el caso de los nuevos compuestos de acuerdo con la invencion se trata en especial de aquéllos en los que el grupo
N-acetilo natural de la N-acetil-D-glucosamina se ha sustituido total o parcialmente por N-ciclopropanoilo mediante
modulacién bioquimica (ingenieria bioquimica) afladiendo el correspondiente derivado de N-acil-D-glucosamina o de
N-acil-D-galactosamina o de 4cido N-acilneuraminico, en especial de N-acil-D-manosamina, al medio de cultivo en
una concentracién final de 0,001 a 50,0 mM, en particular de 0,5 a 20 mM, en especial de 0,5 a 5 mM, en el medio,
pudiendo estar sustituida la D-glucosa total o parcialmente por D-galactosa en el medio de cultivo mencionado; y

en especial de aquéllos en los que la D-galactosa natural se ha sustituido total o parcialmente por 2-desoxi-D-ga-
lactosa mediante modulacién bioquimica (ingenieria bioquimica), afladiendo 2-desoxi-D-galactosa al medio de cultivo
en una concentracién final de 0,001 a 50,0 mM, en particular de 0,5 a 20 mM, en especial de 0,5 a 5 mM, en el medio.

Seglin otro aspecto, la presente invencion se refiere a agentes farmacéuticos que como principio activo contienen
al menos una glucosamina hr como se ha definido anteriormente, dado el caso en combinacién con otros principios
activos, asi como con vehiculos y/o coadyuvantes farmacéuticos habituales.

Los agentes farmacéuticos de acuerdo con la invencidén contienen como principio activo preferentemente una o
varias glucoproteinas recombinantes, en particular glucoproteinas humanas recombinantes o una mezcla de derivados
suyos N-acilados C;-C; ciclicos con diferentes modificaciones.

Los agentes farmacéuticos de acuerdo con la invencion preferentemente contienen el principio activo glucoproteico
hr, que preferentemente estd acilado, en especial acetilado, una o varias veces en el monosacarido, en una cantidad de
0,001 a 50% en peso, preferentemente de 0,1 a 20% en peso, en especial de 2 a 10% en peso.

Los agentes farmacéuticos especialmente preferidos de la invencién son aquéllos que como principio activo glu-
coproteico hr contienen:

Eritropoyetina humana recombinante o derivados de ella como se han definido anteriormente;

factores de crecimiento hr, en particular GCSF hr y/o GMCSF hr, como se han definido anteriormente;

agentes tromboliticos hr, en particular tPA hr o uroquinasa hr, como se han definido anteriormente;

agentes profilacticos de la trombosis hr, en particular antitrombina III hr, como se han definido anteriormente;
factores de coagulacion hr, en particular el factor VIII hr y/o el factor IX hr, como se han definido anteriormente;
interferones hr, en particular los interferones «, 8y y hr, como se han definido anteriormente; o

interleucinas hr, en particular IL-2 hr, IL-15 hr, IL-16 hr e IL-17 hr, como se han definido anteriormente.

Segtin otro aspecto, la presente invencion se refiere al uso de la eritropoyetina humana recombinante y de sus
derivados como se ha definido anteriormente para la preparacién de un medicamento para el tratamiento de anemias,
en especial de anemias de origen renal (por ejemplo, en una dosificacién de 0,001 a 200 mg/kg de peso corporal);

al uso de los factores de crecimiento hr como se han definido anteriormente para la preparacién de un medicamento
para el tratamiento de enfermedades del sistema hematopoyético, en especial de la agranulocitosis o la trombopenia,
sobre todo para la estimulacion del crecimiento de los glébulos blancos, en especial de linfocitos, granulocitos y
monocitos (por ejemplo, en una dosificacién de 0,001 a 1,0 mg/kg de peso corporal);

al uso de los agentes tromboliticos hr como se han definido anteriormente para la preparacién de un medicamento
para el tratamiento de trombos o para la profilaxis de la trombogénesis (por ejemplo, en una dosificacién de 1 a 200
mg/kg de peso corporal, preferentemente de 50 a 100 mg/kg de peso corporal);

al uso de los agentes profilacticos de la trombosis hr como se han definido anteriormente para la preparacién de
un medicamento para la profilaxis de la trombogénesis (por ejemplo, en una dosificacién de 1 a 200 mg/kg de peso
corporal, preferentemente de 50 a 100 mg/kg de peso corporal);

al uso de los factores de coagulacién hr como se han definido anteriormente para la preparacién de un medicamento
para el tratamiento de trastornos del sistema de coagulacién condicionados por una deficiencia hereditaria o adquirida
del factor VIII y/o del factor IX, por ejemplo, en una dosificacién de 0,001 a 200, preferentemente de 0,1 a 50 mg/kg
de peso corporal;

al uso de los interferones @ hr como se han definido anteriormente para la preparacién de un medicamento para el
tratamiento de tumores malignos, en especial de melanomas, y de autoinmunopatias (por ejemplo, en una dosificacién
de 0,001 a 10 ug/kg de peso corporal, en especial de 0,01 a 0,1 ug/kg de peso corporal);
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al uso de los interferones 8 hr como se han definido anteriormente para la preparaciéon de un medicamento para el
tratamiento de todas las formas de la esclerosis multiple y de enfermedades viricas, sobre todo de la hepatitis B virica,
la hepatitis C virica, la hepatitis D virica y de encefalitis viricas (por ejemplo, en una dosificacién de 0,001 a 10 ug/kg
de peso corporal, en especial de 0,01 a 0,1 ug/kg de peso corporal);

al uso de los interferones y hr como se han definido anteriormente para la preparacién de un medicamento para
el tratamiento de tumores malignos, de la hepatitis B virica, la hepatitis C virica, la hepatitis D virica y de encefalitis
viricas (por ejemplo, en una dosificacién de 0,001 a 0,1 ug/kg de peso corporal, en especial de 0,01 a 0,1 ug/kg de
peso corporal); y

al uso de las interleucinas hr como se han definido anteriormente para la preparacién de un medicamento para
el tratamiento de tumores malignos metastatizantes, en especial de melanomas (por ejemplo, en una dosificaciéon de
0,001 a 200 ug/kg de peso corporal).

Las glucoproteinas hr de acuerdo con la invencién se administran preferentemente en una forma en la que los
grupos OH y/u OR de su resto monosacdrido estan acilados, preferentemente acetilados, una o varias veces, pudién-
dose reducir en este caso la dosificacion de los derivados acilados o acetilados correspondientes a la mitad de las
dosificaciones indicadas en los usos preferidos antes mencionados.
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REIVINDICACIONES

1. Glucoproteinas recombinantes de féormula general (I)

(X

en la que significan:
R’ un resto acilo C;-C; ciclico que puede presentar uno o varios grupos hidroxilo y/o carbonilo,

R, R;, Ry ¥ Rs, que pueden ser iguales o diferentes, respectivamente hidrégeno, un resto alquilo C;_» lineal o
ramificado; un resto alquenilo C;_,, lineal o ramificado; un resto alquinilo C;_,, lineal o ramificado; un resto alquenilo
o alquinilo C4_,, con 2 0 més enlaces dobles o enlaces triples respectivamente; un resto arilo Cg_50; un resto acilo
(-CO-R)) lineal o ramificado, saturado o mono- o poliinsaturado con un total de 1 a 20 4tomos de carbono que puede
presentar uno o varios grupos hidroxilo; un resto aroflo Cg_y; un resto carbonilamido de férmula -CONH, o -CONHR ;
un resto tioacilo (-CS-R,) lineal o ramificado, saturado o mono- o poliinsaturado con un total de 1 a 20 dtomos
de carbono; o un resto tiocarbamido de férmula -CS-NH, o -CS-NHR;; en los que R, representa respectivamente
hidrégeno o un resto alquilo C,_», lineal o ramificado, saturado o mono- o poliinsaturado y en los que cada uno de
los restos antes mencionados, a excepcion de H, puede presentar uno o varios grupos halégeno, hidroxi, epoxi, amino,
mercaptano, fenilo, fenol o bencilo como sustituyente(s) y

T un resto mono-, di- u oligosacarido con hasta 40 restos aziicar enlazados entre si de forma glucosidica, que
representan anillos de furanosa y/o de piranosa, contienen 5 a 230 dtomos de carbono y estdn unidos de forma N- u O-
glucosidica a polipéptidos.

2. Glucoproteinas segtin la reivindicacién 1, en las que en la férmula general (I) significan:

R», R3, Ry y Rs, que pueden ser iguales o diferentes, respectivamente hidrégeno, un resto alquilo lineal o ramificado
con 1 a 7 atomos de carbono; un resto alquenilo lineal o ramificado con 3 a 10 d&tomos de carbono; un resto alquinilo
lineal o ramificado con 3 a 10 4&tomos de carbono; un resto alquenilo o alquinilo con 2 o mds enlaces dobles o enlaces
triples, respectivamente, y 7 a 12 atomos de carbono; un resto fenilo; un resto acilo (-CO-R,) lineal o ramificado,
saturado o mono- o poliinsaturado con un total de 1 a 7 dtomos de carbono, en especial un resto acetilo, que puede
presentar uno o varios grupos hidroxilo; un resto aroilo con 6 a 10 dtomos de carbono; un resto carbonilamido de
féormula -CONH, o -CONHR|; un resto tioacilo (-CS-R;) lineal o ramificado, saturado o mono- o poliinsaturado
con un total de 1 a 7 4tomos de carbono; o un resto tiocarbamido de férmula -CS-NH, o -CS-NHR}; en los que R;
representa respectivamente hidrégeno o un resto alquilo lineal o ramificado, saturado o mono- o poliinsaturado con 1
a 20 atomos de carbono y cada uno de los restos antes mencionados, a excepcion de H, puede estar sustituido dado el
caso una o varias veces con fldor, cloro, bromo o yodo o con grupos hidroxi, epoxi, amino, mercaptano, fenilo, fenol
o bencilo.

3. Compuestos segun la reivindicaciéon 1 6 2, en los que en la formula general (I), T representa un resto sacarido
de estructura N-glucano de férmula (Ia):

ol Glin,

[
Mﬁcwﬂ.‘f_cuz_‘

A 4l ﬁu"”’“ \CN&LCM*'

$ﬂ AT |4 3 ] 1

Parte de ! T ONTES OGNS M ON At {Ia)
una cadena ),( cl.b sdir \ - GNE Gl v
polipeptidica Thr Fue #1413 eld Ngwl2 (e G A EP TR

o Epr ™~ CN}HA Gul-e

v

en la que significan:
Gal = galactosa,
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GN = N-acetil-D-glucosamina,
M = D-manosa,
Fuc = fucosa,

Asn = asparagina,

X = cualquier aminodcido excepto prolina,

Thr = treonina,

Ser = serina,

ES 2296414 T3

* = punto de unién de T (1 a 6 restos moleculares),

y en la que los dos restos M periféricos pueden estar sustituidos con 1 a 3 trisacaridos; o representa un resto

sacdrido de estructura O-glucano de férmula general (Ib):

Parte de g ex
una cadena o “thr
polipeptidica ]

en la que significan:
Gal = galactosa,
Thr = treonina,
Ser = serina,
Xyl = xilosa,
NAcGal = N-acetil-galactosamina,

* = punto de unién de T,

pudiendo estar sustituida la galactosa (Gal) en las férmulas (Ia) y (Ib) anteriores por 2-desoxigalactosa o 2-desoxi-

2-halogenuro(F, Cl, Br, I)-galactosa.

4. Compuestos segun al menos una de las reivindicaciones 1 a 3, en los que, cuando T significa un resto sacarido
de estructura N-glucano o un resto sacarido de estructura O-glucano, GN representa un resto de férmula general (II):

RO

E]

6 - 33) - Polisacarido

>
HAcGal
o

Xyl

CH,0Rg

NHR;’

16

OH

(Ib)
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en la que R’;, R, y R; presentan los significados antes indicados, Ry presenta los mismos significados que R, y R; y
-NHR’| puede adoptar, ademds de la posicion ecuatorial, la posicién axial y en la que ademads, cuando -NHR’, esta
en posicion ecuatorial, -OR, puede estar en posicién axial y uno o varios o todos los grupos -OR;, -OR;, -ORg y/o
el grupo OH libre pueden estar acilados mediante un resto acilo (-CO-R;) lineal o ramificado, saturado o mono- o
poliinsaturado con un total de 1 a 20, preferentemente 1 a 7 dtomos de carbono, preferentemente mediante el resto
acetilo, que puede llevar uno o varios grupos hidroxilo.

5. Compuestos segtin al menos una de las reivindicaciones 1 a 4, en los que R, a Ry representan H o CHj; o acilo
C,-C;, en especial acetilo.

6. Compuestos segiin al menos una de las reivindicaciones 1 a 5, en los que el resto acilo C;-C; de R’; es un resto
ciclopropanoilo que puede presentar uno o varios grupos hidroxilo y/o carbonilo.

7. Compuesto segin al menos una de las reivindicaciones 1 a 6, en el que en el caso de la glucoproteina hr se
trata de factores de diferenciacién hr, en especial de la eritropoyetina hr; de factores de crecimiento hr, en especial
de CSF hr (factor estimulador de colonias), GMCSF hr (factor estimulador de colonias de granulocitos y monocitos);
de agentes tromboliticos hr, en especial del activador de plasmindgeno tisular hr (tPA) y la uroquinasa hr; de agentes
profilacticos de la trombosis hr, en especial de la antitrombina III hr; de factores de coagulacién hr, en especial del
factor VIII hr y el factor IX hr; de interferones hr, en especial de los interferones a, 8, y y hr; y de interleucinas hr, en
especial de IL-2 hr, IL-15 hr, IL-16 hr e IL-17 hr.

8. Compuestos segin la reivindicacidon 7, en cuyo caso se trata de la eritropoyetina humana recombinante (eritro-
poyetina hr) para el tratamiento de anemias, en la que el grupo N-acetilo natural de los restos glucano, en especial de
los restos dcido N-acetilneuraminico terminales, estd sustituido por un resto N-acilo C;-C; como se ha definido en la
reivindicacion 6.

9. Compuestos segun la reivindicacién 8, que presentan uno de los siguientes restos glucano:

NeuAca? ~IGalft - dGIeN A N
§
. .- - . _
NeuAcal ~3Calgt - 1GkeNAc A ~2Mana! - s Fucal~6 -
Manfi~4GIcNACA “4CIeNac ()
NeuAcal ~3Galgl - GleNAcSt =2Manal <
4

NewAco2—3Galf1 =4GleNAcgt 7

NeuAca?-3Galft —3GleNAcAt ~
6
NeuAced - 3Galft =3GleNAcH ~IGalfl —3GicNAc AL ~ IManal Fucal -6 .
Mangt - IGIcNACAL ~4GicNAe (D)
3
NeuAca? - 3Calft ~4GicNAcHt =2Manat 7
4

NewAce2~3Galfl —4GleNAcft

NeuAcal=3Galfi ~4GIeNAcH! = IGalft —4GleNAc St ]
NeuAca2 - 30 ~4GleNAcA = 3Galft ~4GleNAc S ~2Manal ~s Fueat -6

Manft - 4GleNAcpt -4GleNAc  (C)
NeuAcal—3Galft ~4GleNAc At - 2Manat -2

4
NeuAca2-3Galfl ~3GieNAcs1 7

NeuAca2 ~3Galft =4GleNAcHt = 3Calf ~4GlcNAc 1 ~
6
NewAcal-3Galf!t —4GkNACA ~ IGalft — 4GleNAc St — 2Manal

~ Fucal -6
é ~
Mangl - 4GKNACH! -aGlciac  (d)
3

..

NeuAca2 = IGalgt - 4GleNACt = ICalf1 - 4CIcNAc L ~ IManal
4

NevAca2 = 3Galf1 ~4GlkeNAcH! d
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‘NeuAca2 ~3Galf1 - 4GleNAcf1 ~2qManal s Fucal ~6
Manfl -4GlcNAcg) ~4GlcNAc (€)
3
NeuAca2—3Galft —4GleNAcA1 ~2Manal <
4

ey
NeuAca2 ~3Galfl —4GleNAcA1

NeuAca2 =3Galfft =4GIeNACHT
6
veuAcal - - J - :
NeuAca2—-3Gafl ~4GleNAcS) —=2Masal N Fucéi-s\
;rhnm =4GleNAcft ~4GleNAc (f)

NewAca2~3Galfl —4GleNAcA1 —2Manal ~

NenAca? =3Galf) =4GleNAcS <
6
NewAca2~3IGaA1 —4GleNAcA - 2Manal P Fucal =6 _
;'imm ~4GleNACSt =4GleNAc ()
NewAcz2=3Galfl ~4GlcNAcA ~2Manat 7
4

Galft —4GleNAch 7

NeuAca2-IGalfl - GicNAcA1 ~1GalBt —4GleNAA ]
NeuAca2~1Galft —4GleNAcS ~2Manal ~g Fueal =6 .
;'hnﬁl ~4GIeNAc =4GicNAc
Newhcad ~3Galft ~4GIeNACA ~2vanat ~
3

Galfit ~4GlcNAcgt ~

NeuAca2~3Galfl ~4GIcNACL - IGaUf1 — 4G INACAT

NeuAca2 3Gt ~IGNACH! ~IGalf1 —4GIeNACHT ~2Manal § Fucal =6
Manf1 -4GleNAcs ~4GleNAc
3
NeuAca2~3Galf1 ~4GIcNACA - 2Manat ~
4

Galft ~4GleNAch ~

Newacal=3Galft -4GleNAcH - Manat ~ y Fucal =6 .
Mangt -4 GleNAcft ~ 4GlcNAe (k)
3

NewAca2~3Galgt -4GleNAcA1 ~2Manat ~
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NeuAcal =3IGalfgt ~4GleNAcAt ~1Manel ~ Fucat =6
6 N

Mind1 —4GINAfL ~4GleNAc (1)
3
NewAcd2-3Galft ~4GlcNAcHL ~2Manat ~
4
Gaip ~4GicNacqt ~

NeuAcal - 3Galf1 -4GleNAcA! <
]

. ,_ - -
NeuAca = 3Galft ~4GieNAcSt ~2Manal N Fucal—ﬁ\

:h’danll ~4GleNAcfi -4GleNAc (M)
Galf1 ~4GleNAcf1 ~2Manat ~

~
3
P - - -
NewAca2-3Ga)fl ~4GlcNAcSt ~2Manal s Fucal =6
;rhnﬁl =4GlNAcA1 -4GleNAc (n)
GalB1 ~4GIcNAC1 ~2Manat ~
4

Galfl ~4GleNAcAL ~

NeuAca2 -3Galft ~4GleNACA ~3Gaig! ~4GleNAcAt ~
_ 6
NewAca2 ~3Galgt - -
A1 -4GlcNACA! ~2Masal N Fucal -6
;mp: ~4GicNACA1 —4GleNAae ()
GuAl—~4GIcNACA! ~2Manal ~

4
Gl ~4GleNAcS!

en los que Ac en los restos NeuAc y/o uno o varios o todos los Ac en los demds restos estd(n) sustituido(s) respectiva-
mente por un resto acilo C;-C; como se ha definido en la reivindicacién 6.

10. Compuestos segtn la reivindicacion 7, en cuyo caso se trata de factores de crecimiento hr, en particular de
GCSF hr y/o GMCSF hr, para el tratamiento de enfermedades del sistema hematopoyético, en particular de la agra-
nulocitosis o la trombopenia, sobre todo para la estimulacién del crecimiento de los glébulos blancos, en particular
de los linfocitos, granulocitos y monocitos, en los que el grupo N-acetilo natural de los restos glucano, en especial de
los restos dcido N-acetilneuraminico terminales, estd sustituido por un resto N-acilo C;-C; como se ha definido en la
reivindicacion 6.

11. Compuestos segun la reivindicacién 7, en cuyo caso se trata de agentes tromboliticos hr, en particular de tPA
hr o uroquinasa hr, para el tratamiento de trombos o la profilaxis de la trombogénesis, en los que el grupo N-acetilo
natural de los restos glucano, en especial de los restos dcido N-acetilneuraminico terminales, estd sustituido por un
resto N-acilo C;-C; como se ha definido en la reivindicacion 6.

12. Compuestos segiin la reivindicacion 7, en cuyo caso se trata de agentes profildcticos de la trombosis hr, en
particular de la antitrombina III hr, para la profilaxis de la trombogénesis, en los que el grupo N-acetilo natural de los
restos glucano, en especial de los restos dcido N-acetilneuraminico terminales, estd sustituido por un resto N-acilo C;-
C, como se ha definido en la reivindicacion 6.

13. Compuestos segun la reivindicacion 7, en cuyo caso se trata de factores de coagulacion hr, en particular del
factor VIII hr y/o del factor IX hr, para el tratamiento de trastornos del sistema de coagulacién condicionados por una
deficiencia hereditaria o adquirida del factor VIII y/o del factor IX, en los que el grupo N-acetilo natural de los restos
glucano, en especial de los restos dcido N-acetilneuraminico terminales, estd sustituido por un resto N-acilo C;-C;
como se ha definido en la reivindicacién 6.

14. Compuestos segtin la reivindicacién 7, en cuyo caso se trata de interferones hr, en particular de los compuestos
de interferén « hr, para el tratamiento de tumores malignos, en especial de melanomas, y de autoinmunopatias, en los
que el grupo N-acetilo natural de los restos glucano, en especial de los restos dcido N-acetilneuraminico terminales,
estd sustituido por un resto N-acilo C;-C; como se ha definido en la reivindicacidn 6.
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15. Compuestos segtin la reivindicacion 7, en cuyo caso se trata de interferones hr, en particular de los compuestos
de interferén S hr, para el tratamiento de todas las formas de la esclerosis mdltiple y de enfermedades viricas, sobre
todo de la hepatitis B virica, la hepatitis C virica, la hepatitis D virica y de encefalitis viricas, en los que el grupo N-
acetilo natural de los restos glucano, en especial de los restos dcido N-acetilneuraminico terminales, estd sustituido
por un resto N-acilo C;-C; como se ha definido en la reivindicacion 6.

16. Compuestos segin la reivindicacién 7, en cuyo caso se trata de interferones hr, en particular de los compuestos
de interferén vy hr, para el tratamiento de tumores malignos, de la hepatitis B virica, la hepatitis C virica, la hepatitis D
virica y de encefalitis viricas, en los que el grupo N-acetilo natural de los restos glucano, en especial de los restos dcido
N-acetilneuraminico terminales, esta sustituido por un resto N-acilo C;-C; como se ha definido en la reivindicacién 6.

17. Compuestos segtin la reivindicacién 7, en cuyo caso se trata de interleucinas hr, en particular de IL-2 hr, IL-
15 hr, IL-16 hr e IL-17 hr, para el tratamiento de tumores malignos metastatizantes, en especial de melanomas, en los
que el grupo N-acetilo natural de los restos glucano, en especial de los restos dcido N-acetilneuraminico terminales,
estd sustituido por un resto N-acilo C;-C; como se ha definido en la reivindicacién 6.

18. Compuestos segin al menos una de las reivindicaciones 7 a 17, en los que el grupo N-acetilo natural de la N-
acetil-D-glucosamina se ha sustituido total o parcialmente por N-ciclopropanoilo mediante modulacién bioquimica
(ingenieria bioquimica) afiadiendo al medio de cultivo el derivado correspondiente de N-acil-D-glucosamina o N-
acil-D-galactosamina o dcido N-acilneuraminico, en especial de N-acil-D-manosamina, en una concentracion final de
0,001 a 50,0 mM, en particular de 0,5 a 20 mM, en especial de 0,5 a 5 mM, en el medio, pudiendo estar sustituida la
D-glucosa total o parcialmente por D-galactosa en el medio de cultivo mencionado.

19. Compuestos segtin al menos una de las reivindicaciones 7 a 18, caracterizados porque la D-galactosa natural se
ha sustituido total o parcialmente por 2-desoxi-D-galactosa mediante modulacién bioquimica (ingenieria bioquimica)
afiadiendo 2-desoxi-D-galactosa al medio de cultivo en una concentracion final de 0,001 a 50 mM, en particular de 0,5
a 20 mM, en especial de 0,5 a 5 mM, en el medio.

20. Procedimiento para la produccién de glucoproteinas recombinantes segtiin al menos una de las reivindicaciones
1 a 19 a partir de un material que contiene una o varias glucoproteinas recombinantes, en particular glucoproteinas
humanas recombinantes, y que se ha obtenido a partir de sobrenadantes de cultivos celulares, en el que se cultivan
células eucariotas a una temperatura de 18 a 40°C y un pH de 6,8 a 8,2, preferentemente en un medio de cultivo que
como precursor de glucano contiene un monosacarido N-acilado C;-C; para la biosintesis de los aminoazicares en
una concentracién de 0,001 a 50 mmoles/l, y el derivado N-acilado obtenido de la glucoproteina se separa y se obtiene
de manera conocida en sf a partir del residuo del cultivo y, dado el caso, se acila una o varias veces o por completo de
manera conocida en si en los grupos OH u OR del monosacérido.

21. Procedimiento segun la reivindicacién 20, en el que las células eucariotas son células animales, preferentemente
células CHO o células COS7 o células Nalm o fibroblastos no transformados.

22. Procedimiento segtn la reivindicaciéon 20 6 21, en el que como medio de cultivo se usa(n) un medio FCS,
RPMI 1640, HAT, Eagle-MEM, Dulbecco-MEM y/o Glasgow-MEM.

23. Procedimiento segun la reivindicacion 20, 21 6 22, en el que como precursor de glucano se usa N-isopropanoil,-
D-glucosamina, -D-galactosamina o 4cido N-isopropanoil-neuraminico, en especial N-isopropanoil-D-manosamina,
o mezclas de ellos.

24. Agente farmacéutico que como principio activo contiene al menos un compuesto seglin una o varias de las
reivindicaciones 1 a 19, dado el caso en combinacién con otros principios activos, asi como con vehiculos y/o coad-
yuvantes farmacéuticos habituales.

25. Agente farmacéutico segtn la reivindicacion 24, caracterizado porque como principio activo contiene una o
varias glucoproteinas humanas recombinantes o una mezcla de derivados N-acilados C;-C; con diferentes modifica-
ciones.

26. Agente farmacéutico segtin la reivindicacion 24 6 25 que contiene el (los) principio(s) activo(s) preferentemente
acilado(s), preferentemente acetilado(s), una o varias veces en el monosacarido en una cantidad de 0,001 a 50% en
peso, preferentemente de 0,1 a 20% en peso, en especial de 2 a 10% en peso.

27. Agente farmacéutico segun las reivindicaciones 24 a 26 que como principio activo contiene el compuesto segin
las reivindicaciones 7 a 9.

28. Agente farmacéutico segun las reivindicaciones 24 a 26 que como principio activo contiene el compuesto segiin
la reivindicacién 10.

29. Agente farmacéutico segtn las reivindicaciones 24 a 26 que como principio activo contiene el compuesto segtin
la reivindicacién 11.
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30. Agente farmacéutico segun las reivindicaciones 24 a 26 que como principio activo contiene el compuesto segin
la reivindicacién 12.

31. Agente farmacéutico segun las reivindicaciones 24 a 26 que como principio activo contiene el compuesto segin
la reivindicacién 13.

32. Agente farmacéutico segun las reivindicaciones 24 a 26 que como principio activo contiene el compuesto segtin
la reivindicacién 14.

33. Agente farmacéutico segun las reivindicaciones 24 a 26 que como principio activo contiene el compuesto segin
la reivindicacién 15.

34. Agente farmacéutico segun las reivindicaciones 24 a 26 que como principio activo contiene el compuesto segtin
la reivindicacién 16.

35. Agente farmacéutico segtn las reivindicaciones 24 a 26 que como principio activo contiene los compuestos
seglin la reivindicacion 17.

36. Uso de los compuestos segun las reivindicaciones 8 y 9 para la preparacién de un medicamento para el trata-
miento de anemias, en especial de anemias de origen renal.

37. Uso de los compuestos segtin la reivindicacion 10 para la preparacion de un medicamento para el tratamiento
de enfermedades del sistema hematopoyético, en especial de la agranulocitosis o la trombopenia, sobre todo para la
estimulacién del crecimiento de los glébulos blancos, en especial de los linfocitos, granulocitos y monocitos.

38. Uso de los compuestos segtin la reivindicacién 11 para la preparacion de un medicamento para el tratamiento
de trombos o la profilaxis de la trombogénesis.

39. Uso de los compuestos segtin la reivindicacién 12 para la preparacién de un medicamento para la profilaxis de
la trombogénesis.

40. Uso de los compuestos segun la reivindicacion 13 para la preparacion de un medicamento para el tratamiento
de trastornos del sistema de coagulacién condicionados por una deficiencia hereditaria o adquirida del factor VIII y/o
del factor IX.

41. Uso de los compuestos segun la reivindicacién 14 para la preparacién de un medicamento para el tratamiento
de tumores malignos, en especial de melanomas, y de autoinmunopatias.

42. Uso de los compuestos segun la reivindicacion 15 para la preparacién de un medicamento para el tratamiento
de todas las formas de la esclerosis miltiple y de enfermedades viricas, sobre todo de la hepatitis B virica, la hepatitis
C virica, la hepatitis D virica y de encefalitis viricas.

43. Uso de los compuestos segun la reivindicacién 16 para la preparacién de un medicamento para el tratamiento
de tumores malignos, de la hepatitis B virica, la hepatitis C virica, la hepatitis D virica y de encefalitis viricas.

44. Uso de los compuestos segun la reivindicacién 17 para la preparacién de un medicamento para el tratamiento
de tumores malignos metastatizantes, en especial de melanomas.

45. Uso de los compuestos segtin las reivindicaciones 1 a 19 en su forma acilada, preferentemente acetilada, una

o varias veces en los grupos OH y/u OR del resto monosacarido para la preparaciéon de un medicamento para los
propositos indicados en las reivindicaciones 36 a 44.
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