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'PETITORIO B

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

Industriay Comercio

SUFERINTENDENGTA T

- -00000-0000 - !
* Fecha: 2010-06-03 15:57:25  Dep. 2020 DIR NUEVASCR }
fra. 11 PATENTEIY! Eve: 378 FASENACIONAL|
Act 411 PRESENTACION Folios: 154 !
FORMULARIO UNICO DE SOLICITUD DE PATENTE
PCT .
ENTRADA EN FASE NACIONAL -
_ @ - SOLICITUD DE:
Patente de Invencion. L] Patente de Modelo de Utilidad.
Capitulo |. ’ ] Capitulo Il
Nombre: 'DEVELOGEN
AKTIENGESELLSCHAFT
Sociedad constituida y existente bajo las IDENTIFICACION
SOLICITANTE leyes de Alemania. D D
(71) C.C. NIT
Direccién: Marie-Curie-Strasse 7, C.E. |:| Otro D
37079 Gottingen,
Alemania Cual
Ndmero
Domicilio: Géttingen,
Alemania
| Nombre: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ IDENTIFICACION
Direccion: Carrera 42, No. 72-35 ccC. NIT gl
Teléfono: 347 36 11
REPRESENTANTE | 211 86 50 C.E. [l Otro ]
O APODERADO E-mail: clientes@cavelier.com Cual
Domicilio: Bogoté, Colombia. Numero 35.456.344 T.P 23.555
1. Matthias AUSTEN 2. Marcus GEESE
Larchenweg 17, ) Wilhelm-Weber-Strasse 35,
- 37079 Géttingen, 37073 Géttingen,
INVENTOR (ES) Alemania , Alemania
(72) 3. Rainer MUSSMANN 4. Friedrich HARDER
Waldweg 17, Schwesternberg 6,
CH-4312 Magden, 88131 Lindau,
Alemania Alemania
15. Thomas SIEGMUND 6. Martin SCHNEIDER
Potzwenden 5, Schildweg 16,
37136 Landolfshausen 37085 Géttingen,
‘Alemania Alemania

PCT (86) ,
@ Solicitud Internaqional No. PCT/EP2008/009320 Fecha: 05 de noviembre de 2008
Publicacién Internacional No. WO 2009/059755 A3 Fecha: 14 de mayo de 2009

Titulo (54)
@ CONJUGADOS DE NEURTURINA NOVEDOSOS PARA USO FARMACEUTICO

@ Clasificacion Internacional (51) A61K 047/048

Prioridad | (33) Pais de Origen (32) Fecha (31) Nimero de Solicitud

si® No[d EP 05 de noviembre de 2007 07021493.7



CAVELIER ABOGADOCS COLD-16793-841-003-9 ID-172115

K OO0 O0O00O0 EEO0OE X nxe|@

Comprobante de pago No.: 10-32,518 Fecha: 26 de abril de 2010
Comprobante de pago No.: 10-42,169 Fecha: 24 de mayo de 2010
Anexos:

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la solicitud por $ 554.000.00.

Comprobante de pago 23 por reivindicaciones adicionales después de la décima reivindicacién
por $598.000.00.

Documento que acredita la existencia y representacion legal cuando el solicitante sea persona
juridica.

Poderes, si fuere el caso.

Documento de cesion del inventor al solicitante o a su causante.

Declaraciones.

Copia de la solicitud internacional. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Traduccion de la solicitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones,
dibujos)

Copia del examen preliminar efectuado por la IPEA.

Traduccion del examen preliminar efectuado por la IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencia o autorizacién de uso de conocimientos
tradicionales de las comunidades indigenas.

De ser el caso, certificado de depésito del material biolégico.
Arte final 12x12

- De ser el caso, informacion sobre otras solicitudes de patente o titulos obtenidos en el]

extranjero por el mismo titular o su causante, relacionadas parcial o totalmente con la invencién
de esta solicitud.

Otros: VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS
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@ FIGURA CARACTERISTICA

@ Solicito la concesion de la patente,

NOMBRE: LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

4 g : A _
FIRMA : \24&- C’/@m@na«& %ﬂdéz
C.C. 35.456.344 de Usaquén T.P. 23.555
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DOCUMENTOS ANEXOS

) Publicacion Internacional WO 2009/059755 A3
Descripcién:
Paginas 33 en el idioma original
Paginas 55 en espafiol
Reivindicaciones: Numero (s) 33

Figuras: Nimero (s) 8

2. Forma PCT/ISA/210. Informe de Busqueda Internacional.
i 3. Listado de Secuencias.

4. Forma PCT/iB/306. Notificacion de la inscripcion donde se adiciona el inventor Martin
SCHNEIDER.

5. Xl Extracto de publicacion.

‘- NO SE REALIZARON MODIFICACIONES EN LA FASE
@ INTERNACIONAL



CAVELIER

ABOGADOS

EDIFICIO SISKi
CARRERA4aN° 7235
BOBOTA, 8- COLOMBIA

REPRESENTACION Y PODER

1 89 Representarfén y Poder con sutentiencisn notarial ¥ Apostille

para pntentes, medelos y dibsjos; mareas de fibrics y de
serviclos; nombres comarcinics, cnsefiag, nombres de dominio y
licencins,

Vertretung und Vollmacht mit notariclle beglnohigung und
Aposiille  flir  Patente, Modelle, Muster, Warenzeichen,
Dimnsticlstungsmarken, Handelsnamen, Embleme, namen der
domiloe und lizenzen,

VERTRETUNG UND VOLLMACHT

Yo {nosostros), abajo firmada(s) / [ch (wir) unterzeichnende(r)

DeveloGen Aktiengesellschaft

domiciliado(s) en / wohnhali in

Marie-Curie-Strasse 7, 37079 Goettingen, Germany

por el presente nombrames o EMILIO FERRERO, fpo 31929;
LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, tpa. 23555 y DANIEL PERA,
tpo. 65620, domicilindes en ln Comem 4* N° 72-35, Bopotd,
Colombin, en obedecimiento o o dispucsto en ef pardprafo fo del
Anliculo 543 del Cédige de Comereio, el primero como principal
Y los.demis enmo suplentes, en su orden, tome mis {auestros)
represenfantes en fodos los -asuntos de propiedsd industrinl con
fresltad para secibir nofificaciones y nombrar spoderdos
Jjudiciales o extrajudiciales, B} primer representonte suplonte
reemplazard al principnl en enso de ausencia o impedimento
temporal ¢ definitivo de aguél. Ls misms repla se aplicard cuando
¢ soguado representante suplente haya de reemplizar of primers,
o ¢l terern ol segundo. En tiles casos, el representante principdd,

o et primero, o segundo suplinte, en su casn, o ambos, declarnrdn

st intencidn de no cjercer Iz representacitn medisnte declarasion
autenticadn por Notario Piblico en Colombin, o sor Notario u
otro Funclonario Piiblieo, o Génsul de Colambin, en ¢ extranjcro;
¥ si sc tratare de impedimento, con el certificado respective, Si
glguno de los nombrudos faltore definitivamente, of signiente
tomard su lugnr. Cuando cesare la ausenciy o impedimento del
represcatanie priocipal, o de su primero o segundo suplentes, en
su caso, podrin gjercer In representacin, ¢n su orden, uno u otras
semin ¢l ceso, asummisndola por ¢l solo hecho de cjercerln,
cesaudo en ese momento ef gjercicie de In representacisn por ol
primero, segundo o tercer suplente &n su cnso.

Ademis, copficro (conferimos) podor a los sbogados areiba
nombrades, para obtener In proteccicn de mi {nuestra) propiedad
fudustrinl y contre Iz competencia deslenl, z cuya efecto sutorizo
{amos) a fos dichos apoderdos para que me (nos) representen
ante cuzlesquiera entidndes o personas, ejerzan o no jurisdicelén,
especialmente  ante  fos  def  orden  administmtive,
conleticiose_ndministrative y fudicial, as! coma los tribunales de
arbitramente, en todo lo concemiente o los sigvicotes asuntos: 8)
Obtentidn de patentes de invencion, modelos de ufilidad, y
disefios industrinles; el registro de murcag de fibrics, eoloctivas,

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODED{-183 (MINUTA 12.1.14.53)

emenne(n) hizrmit in Obercinstimmung mit Abs, 1 des Astikels 543 dos
Handelsgesetztniches EMILIO FERRERO (Reclisanwalisausweis Nr.
31929), LUZ CLEMENCIA DE. FAEZ (Rechisamwaltsowsweis Nr
23555) und DANIEL PENA (Rechtsmwalisauswels Nr, 65628), mit
GusehBftssitz in Bogotd/Kolumbicn, Careta 4° N° 7235 7 meinen
{unscren)  Prozeflbevallmiichtigten  (EMILIO  FERRERG  zum
Huupibevallmichiigten, die anderen - in der genanafen Reilenfolge zu
seinen Stellvertrelern) in ollen Anpelegonbieiton, die das gewerbliche
Eigentum hetreffen.  Sie sind befigt, Zustellungen enfgegenzunchmen
uid Prozelbevolimichtipte und auBargericlitliche Bevollmichtigte zu
cmennen.  Der erste Stellvertreter bat Hean EMILIO FERRERQ bei
dessen Abwesenheft oder im Falle einer vorfibergehenden  ader

Steltycrireter den crsfen, ader aber der dritte den zweiten, 2u vertroten
hot. In diesen Fiflen wird der Houplvestreter, oder gepebenenfalls der
crgfe u;ier zweils Steliverireter, oder beide, In Farm ciner darch einen
Notar {in Kolumbicn) eder durch: efnen Notar oder senstigen 6ffentlicken
Breamten oder Komsul von Kolumbien {im Auslsad) beglaubipten
Eckltrung seine Absicht, dis Verrchmp nicht suszuliben, zum Awsdaick
brngen.  Soilte cine Verbinderung der Grund dafile sein, ist die
emsprechende Bescheinigung belzafipen,  Sollte efner der Ernannien
endgiliip ausscheiden, nimmt der Nachfolpende seine Stelle oin. Bei
Beendigung der Abwesentieit oder Verhinderung des Huuptvertreters ader
seines ersten ader zwoiten Stelivertreters, kdunen EMILIO FERRERG
ader sher- je noch Fall dio entsprechenden Stellvertiroter, dic Vedretung
ohrie weiteres wicder Bhemehmen und dic jeweilige Steliveriretung pilt
als mdgehoben,

Auflerdem estefie jch (erietlen wir) den oben genanaten Rechitsanwititen
dle Vollmacht, den Schutz meines {unseres) gewerblichen Gigentums und
den Schniz gegen uniouteren Welthewerh zu erlangen. Zu diesem Zweck
ermichtigen wir dic geatnaten Bevollmiichligen zue Vertretumg  vor
stsifichen Siellen eder Personcn, gleichgtiltig ob diese rechisprechends
Gewalt austiben oder nicht, ver aliem vor den VerwaltungsbeliGrden, vor
der  Verwnltungagerichisborkeit ond  Gerichten, sowie vor den
Schiedsgerichten, und zwar in allen Fragen, dic sich auf folgende

Gebrehsmuoster,  [ndustiezeichnoungen,  dis Einfragung  von

-COMQ:
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exdgifipen Verhinderung ot verireten. Dnsselbe gilt, wenn der zwolle'

Angelegentieilen bezichen: o} Erdanpung von Patenten fir Erfindunpen, '
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defensivas, de servicio, lemns comercinles, nombres comerciales,
ensefins, variedades  vegetales ¥
denominaciones de osigen; se renovecidn, traspaso, cambio de
nombre o domieilio, cancelacidn voluntarin; y el registro de
liccneins de uso de esos dercchos; b) Les acciones de
competencia deslen], proteccitn del consumidor, oposiciones u
cbservaciones, cancelacion administrativa y judicial, nulidad,
medidas cautelnres, concesion de licencios, n tutels y en geneml
fos  juicios penales,  administrativos o
contencinso odministrativos  relacionados con estos  derechos;
en lodos los asuntos arribe determinados, puedan sustituir este
rmandate, trensiglr, coneilipr, admitic los hechos del praceso,
desistir, cancelar, recibir, renunciar, y satificar los actos de
agentes oficiosos.

nombres de  dominig,

civiles,

Dndo y firmade hoy/Geschelien und unterzeichnet nm

Verbandszeichen, Defensivmntken,
Dieastleistunpsmarken, Werbestognns, Handelsnamen Emblenten, pamen
der domine, Gemisearten und Herkunftshezeichnungen, ihre Emeuerung,
Obertragung, Anderung des Numens oder des Geschfifissftzes, don
freiwilligen Verzicht und die Eintragusg von Nutzungsii: 1 fiir diese
Rechie; b) Kingen wegen unlenferem Weltbawarh, Verbrmuchersehutz,
Widerspriichien  und  Einsprichen,  verwaltungsrechtlicher  und
perichilicher Lschung, Nichtigkeit, einstweiligen
Konzessionen von Lizenzen, Verfussunpsbeschwerde und allgemeln foc
zivil , simf- uod verwoltungsrechitliche und verwnltusgsgerichtfiche

Warenzeichen,

Verfligungen,

Prozesse, die mit dicsen Rechten in Verbindung stehen und die wir
botreiben oder dic gegen wns anfdingip gomscht werden.  Wir
comichtigen sie ebenflls dzzu, in allen oben genannten Angelegenheiten
cinen  Unterbeauftmgten cinzesetzen, Vergleiche obzuschlicfen, zu
schlichten, Prazellsachverhalte snzucrkennen, zurfickzubeten, zu
goittieren, in Empfong zu nchmen, Verzicht zu erklfren und die
ReclizpeschiBo nicht bevallmAchtigter Personen 21t genehmigen.

enfin

Par/ ermenne(n)

© CAVELIER ABOGADOS
WPPODEDI-189 (MINUTA 121.1.4.1.n)

\ DeveloGen Aktiengesellschaft //,/ AL
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D7/40128
NOTARIELLE BESTATIGUNG lNOTAi(IAL CONFIRMATION
An diesem On this

11.12.2008

Tag/day, Monat/month, Jahr/year

erschienen persénlich vor mir, dem
unterzeichnenden notary public

before me, the undersigned notary public
appeared personally

1. Carsten Dehning,
2. Cord Dohrmann,
beide geschiftsansissig: Marie-Curie-Strafie 7, 370749 Gottingen

die mir persénlich als die Personen bekannt
sind, welche das beigefiigte Dokument in
meiner Gegenwart unterzeichnet haben..

AuBerdem bestitige ich, dass die Firma
DeveloGen Aktiengesellschaft mit Sitz in
Gottingen, im  Handelsregister  des
IAmtsgerichts Goéttingen zu HR B 3010
eingetragen ist und dass die Herren Carsten
Dehning und Cord Dohrmann gemeinsam
berechtigt sind, die Gesellschaft zu
vertreten.

personally known to me to be the persons
who executed in my presence the attached
document.

IFurthermore 1 certify, that DeveloGen
Aktiengesellschaft, seated in Gottingen, is
registered with the Municipal Court of]
Gottingen - Commercial Register - under

INr. HR B 3010 and that Mr. Carsten Dehning
and Cord Dohrmann are entitled to act jointly
as this company's legal representatives.

vom/dated 11. 12. 20088

Diese Namensunterschriften der Herren
Carsten Dehning und Cord BPerhmenn
beglaubige ich hiermit. chermann

I herewith certify these signatures.

Zum Zeichen dessen unterschreibe ich und
driicke mein Siegel bei.

'Witness my hand and official seal

I 6ad_

Name, Unterschrift unfl Siegel des\NUtary Public/!
Name, Signature and Seal of the Notary Public

R A Do DRSSV
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- Seite 2 %(

Notarkostenberechnung (§§ 141, 154 KostQ)

Geschiftswert: 3.000,00 EUR

Beglaubigung von Unterschriften §§ 32, 45 1, 33 KostO 5/20 10,00 EUR
Erteilung einer Bescheinigung nach § 21 Abs. 1 Nr. 1 BNotO § 150 Nr. 1

KostO 13,00 EUR
Entgelte fur die Ubersendung auf Antrag erteilter Ausfertigungen,

Ablichtungen und Ausdrucke § 152 1l 1 a KostO 1.45 EUR
Zwischensumme netto 24,45 EUR
19 % Mehrwertsteuer § 151a KostO 4,65 EUR
Gesamtbetrag 29,10 EUR

Notar

O WOTARIN, SEXTA-DEL. CIRGULO. DE BOCOTA:

CON.:EL: NALQUE HE TENIDO 4

B I sy o ——
PATRVEI0 UaY RATY SE AT P

o S DAL D g Y
¥ o [N e .
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APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

—

. Land: Bundesrepublik Deutschland.
Diese offentliche Urkunde

2. ist unterschrieben von
Herrn Dr. Heise in Géttingen

. In seiner Eigenschaft als Notar;

. sie ist versehen mit dem Siegel des Notars
Dr. Cord J. Heise in Géttingen.

Bestétigt:
. in Géttingen 6. am 18.12.2008
. durch den Préasidenten des Landgerlchts
in Gottingen
8. unter 910 8 /
9. Slegel e ?‘*”4' 10. Unterschrift:
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La presente traduccion oficial No. 0008/09 fue elaborada por Hernando Torres Barrera, Traductor e
Intérprete Oficial, segiin Resolucion 01305 de 1998 del Ministerio de Justicia y del Derecho.

A continuacién se traduce una certificacion notarial y una apostilla en alemin, que acomparian un
DOCUMENTO DE REPRESENTACION Y PODER.

REPRESENTACION Y PODER

Yo (nosotros), el (los) abajo firmante(s)
DeveloGen Aktiengesellschaft
domiciliado(s) en
Marie-Curie-Strasse 7, 37079 Géttingen, Alemania

(sigue texto del poder en los idiomas espaiiol y aleman)

Dado y firmado hoy
en
Por
DeveloGen Aktiengesellschaft )
A r 77
Firpa Fj

"NOTARIA: SEXTA DEL: CIRCULO.DE. loedm
ggago consrmousu orooom

)mm ol

TRADUCTOR E INTERPRETE OFICIAL
RES. No. 1305 MINJUSTICIA 1998
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CERTIFICACION NOTARIAL

En esta fecha

11.12.2008
dia, mes, afio

comparecieron personalmente ante mi, el notario publico abajo firmante

1. Carsten Dehning,
2. Cord Dohrmann,

ambos con domicilio profesional en: Marie-Curie-Strale 7, 370769 Géttingen

a quienes conozco personalmente como las personas que firmaron en mi presencia el
documento adjunto.

Certifico ademas que la empresa DeveloGen Aktiengesellschaft, con sede en Géttingen,
se halla inscrita en el Registro Mercantil del Juzgado Municipal de Géttingen bajo HR B
3010 y que los sefiores Carsten Dehning y Cord Dohrmann estan autorizados de manera
conjunta a representar a la sociedad.

Fechado el 11.12.2008

Por el presente certifico las presentes firmas autégrafas de los sefiores Carsten Dehning
y Cord Berhmann Dohrmann.

En constancia de lo anterior, firmo y estampo mi sello al pie de mi firma.

Ol ],

Nombre, firma y sello del Notario Publico

Todos los errores de digitacion/ortografia se corrigieron el 13
de enero de 2009. Géttingen, 13 de enero de 2009

1de?2

N8

Notario




1

Céiculo de Gastos Notariales segtin Articulds (§8) 141, 154 del Reglamento de Gastos
{KostO):

Valor de la transaccién: 3.000,00 EUROS

Autenticacién de firmas §§ 32, 45 |, 33 KostO 5/20 10,00 EUROS
Expedicion de una certificacion segun § 21, paragrafo 1, numeral 1, del Reglamento Federal de

Notarios (BNotO) § 150, numeral 1 KostO 13,00 EUROS
Reembolsos por envio, previa solicitud, de ejemplares formalizados, fotocopias y extractos

§ 152 If 1 KostO ’ 1,45 EUROS
Subtotal neto 24,45 EUROS
19 % IVA § 151 a KostO 4,65 EURSO
Valor Total 29,10 EUROS

75N

Notario

RES. No, 1305 MINUJUSTICIA 1998




1. Pais: Republica Federal de Aler@ua
Este documento publico
2. esta firmado por el :
Sefior Dr. Heise en Gt’)ttingen
3. ensu calidad de Notario ‘
4. lleva el sello del Notario
. Dr. Cord J. Heise en Gottlngen o

¢ Certlflcado i’ffgj
—_——— —X
en Goéttingen 6. el 1%?1e d|C|embre de 2008 S
. por el Presidente del Tribunal Reglonal en. Géttingen —g

5
7
8. bajoel No. 910 E | 8088
9. Sello/timbre 10. Firma
En representacion:

ot/

(Hacke)
Inspector Judicial

' SELLO: EL PRESIDENTE DEL TRIBUNAL REGIONAL EN GOTTINGEN

-

Bogota, D. C, 26 de enero de 2009
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ABOGADOS
EDIFICIO SISKI
WEB SITE: www.cavelier.com CARRERA 4 No. 72 -35 TELEFONO: (57) (1) 347-3611
E-MAIL: cavelier@cavelier.com BOGOTA 8, COLOMBIA TELEFAX: (57)(1)217-9211 (57)(1) 310-4995

Sefiores
SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIZA Y COMERCIO
E. 3. : D.

Poderdante : DEVELOGEN AKTIENGESELLSCHAFT

Poder conferido el : 13/01/2009

Yo, EMILIO FERRERO, obrando como apoderado principal del
poderdante arriba mencionado, mediante el presente escrito
sustituyo el poder a mi otorgado a la doctora LUZ CLEMENCIA DE
PAEZ, identificada con cédula de ciudadania No. 35.456.344 vy
Tarjeta Profesional N°23.555, con todas las facultades que me

fueron conferidas.

Hago la anterior sustitucidén conforme al articulo 66 del

' Cdébdigo de Procedimiento Civil.

=Y SR
EMILIO FERRERO

T.P.A. N° 31.929
C.C. N° 438.019 de Usaquén

= g g 33 00 ') T 1( RIS TIT S C

i A4 .-rs»Ju‘u! !
I O N\

Acepto: o
uﬁ@)é@éaaoé;O@h&e;@é%%§z MPARON]

LUZ CLEMENCIA .E PAEZ ’,' ;

T.P.A. N° 23.555 )

C.C. No. 35.456.344 de Usaquén , ~

N IT. 860.041.367-3

|6793
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. Begoia, D.C.
Ante mi BRIPARD DINNTERO AR

' NGTARIASEXTA DEL CIRCULS ,,

sn el pracents decumento ee(aom a5} uuya(s) y
qua el contenidn ae! mismo #% clatto.
i En constancia sa firma aste diligencia.
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(12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) World Intellectual Property Organization

International Bureau

(43) International Publication Date

<\ |0 00O O O O

(10) International Publication Number

WO 2009/059755 A3

€LY

21

(22)

25)
(26)
(30)

QY

(72
(75)

a4

14 May 2009 (14.05.2009)
International Patent Classification:
AG61K 47/48 (2006.01) A61P 3/10 (2006.01)
CO7K 14/475 (2006.01) AG61P 25/00 (2006.01)
AGIK 38/18 (2006.01)
International Application Number:
PCT/EP2008/009320

International Filing Date:

5 November 2008 (05.11.2008)
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Novel neurturin conjugates for pharmaceutical use
Description

Field of the Invention

The present invention relates to the modification of human neurturin to
increase its serum half life and pharmacokinetic profile. In particular, the
invention relates to novel neurturin conjugates comprising neurturin or
biologically active fragments thereof covalently attached to polyol moieties,
preferably polyethylene glycol. The invention further relates to
pharmaceutical compositions with increased bioavailability comprising novel
neurturin conjugates as active agent for therapy, treatment, prevention
and/or diagnosis of diabetes and neurodegeneration.

Background

Pancreatic beta-cells secrete insulin in response to elevated blood glucose

" levels. Insulin amongst other hormones plays a key role in the regulation of the

fuel metabolism. Insulin leads to the storage of glycogen and triglycerides and
to the synthesis of proteins. The entry of glucose into muscles and adipose
cells is stimulated by insulin. In patients who suffer from diébetes mellitus type
| or LADA (latent autoimmue diabetes in adults, Pozzilli & Di Mario, 2001,
Diabetes Care. 8:1460-1467) beta-cells are being destroyed due to
autoimmune attack. The amount of insulin produced by the remaining
pancreatic islet cells is too low, resulting in elevated blood glucose levels
(hyperglycemia). In diabetes mellitus type Il Iivér and muscle cells loose their
ability to respond. to normal blood insulin levels (insulin resistance). High blood

glucose levels (and also high blood lipid levels) in turn lead to an impairment

of beta-cell function and to an increase in beta-cell death. Interestingly, beta-
cell regenerative processes like neogenesis and replication do not appear to

~
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compensate for the loss of beta cell mass in type Il diabetics, thus causing a
reduction in total beta-cell mass over time. Eventually the application of
exogenous insulin becomes necessary in type Il diabetics for an adequate
control of blood glucose levels.

In type | diabetics, where beta-cells are being destroyed by autoimmune
attack, treatments have been devised which modulate the immune system and
may be able to stop or strongly reduce islet destruction (Raz e;t al., 2001,
Lancet 358: 1749-1753; Chatenoud et al., 2003, Nat Rev Immunol. 3: 123-132;
Homann et al., Immunity. 2002, 3:403-415). However, due to the relatively
slow regeneration of human beta-cells such treatments can be more
successful if they are combined with treatments that can stimulate beta-cell

regeneration.

Diabetes is a very disabling disease, because today's common anti-diabetic
drugs do not control blood sugar levels well enough to completely prevent the
occurrence of high and low blood sugar levels. Frequently elevated blood
sugar levels are toxic and cause long-term complications like for exémp!e
nephropathy, retinopathy, neuropathy and peripheral vascular disease.
Extensive loss of beta cells also leads to deregulation of glucagon secretion
from pancreatic alpha cells which contributes to an increased risk of dangerous
hypoglycemic episodes. There is also a host of related conditions, such as
obesity, hypertension, heart disease and hyperlipidemia, for which persons
with diabetes are substantially at risk.

Apart from the impaired quality of life for the patients, the treatment of diabetes
and its long term complications presents an enormous financial burden to our

- healthcare systems with rising tendency. Thus, for the treatment of diabetes

mellitus type | and LADA, but also for the treatment of late stages of diabetes
mellitus type Il there is a strong need in the art to identify factors that induce
regeneration of pancreatic insulin producing beta-cells. These factors could
restore normal function of the endocrine pancreas once its function is impaired
or event could prevent the development or progression of diabetes type |,
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LADA or diabetes type II.

Neurturin is a secreted protein which is expressed in embryonic:pancreas.
Recombinant neurturin has been shown to stimulate the differentiation of
mouse embryonic stemcells into insulin producing cells. Moreover,
transgenic mice with elevated neurturin levels in the pancreas have a
substantially increased pancreatic beta-cell mass. Based on these findings,
the use of neurturin for the treatment of pancreatic disorders such as
diabetes has been pfoposed (see for example WO 03/99318 and WO
2005/051415, the disclosure of which is herein incorporated by reference).

Neurturin is a member of the GDNF family of ligands (GFL) comprised of
Glial cell line-derived neurotrophic factor (GDNF), Neurturin, Artemin and
Persephin. Mature neurturin is a homodimer with a size of 23.6 kDa
comprised of 102 amino acid monomers. Each monomer contains 3 intra-
chain disulfide bonds forming a cystine knot. An additional disulfide bridge is
connecting the monomers.

Neurturin had previously been proposed as a treatment for
neurodegenerative diseases such as Parkinsons, Alzheimers and
Huntington's disease, motor neuron disorders, spinal cord injuries or hearing

‘disorders (WO 97/08196, WO 99/06064; Akerud et al. J Neurochem.

1999;73(1):70-78; Koeberle & Ball Neuroscience. 2002; 110(3):555-567,;
Bilak et al. Mol Cell Neurosci. 1999;13(5):326-336; Perez-Navarro et al.
Neuroscience. 2000; 98(1):89-96; Rosenblad et al, Eur J Neurosci. 1999;
11(5):1554-1566, the disclosures of which are herein incorporated by
reference). '

it was found, however, that upon convection-enhanced delivery (CED) into
rat brains, the distribution volume of neurturin and the related factor GDNF
was limited (Hamilton et al., Exp Neurol. 2001; 168(1):155-161). Proteins
must typically be administered by injection. After injection most proteins are -

- cleared rapidly from the body, necessitating frequent injections. In our own
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studies, we found that the bioavailability after subcutaneous and intravenous
injection of neurturin in mammals is low. Only about 10 percent of
subcutaneously injected neurturin enter the circulation. Consequently, it is
difficult to achieve therapeutically useful blood levels of the proteins in

patients.

Thus, there is a strong need to develop a neurturin variant with enhanced
availability in patients and therewith the development of methods to prolong
the circulating half-ives of protein therapeutics in the body - the
bicavailability — so that neurturin as active agent does not have to be
injected frequently in order to satisfy the needs of patients for "user-friendly”

protein therapeutics.

Thus, the underlying problem of the present in\)ention was to: provide new
variants and formulations of neurturin that enhance its bioavailability.

The problem is solved by providing the embodiments characterized in the

claims.
Summary of the Invention

The present invention relates to a novel neurturin conjugate comprising a
polyol moiety covalently bound to a human neurturin protein product.

The present invention further relates to a pharmaceuticalb composition
comprising at least one neurturin protein product and/or a biologically active
fragment thereof which is conjugated to at least one polyethylene glycol
molecule as an' active ingredient together with a pharmaceutically acceptable

carrier, diluent and/or adjuvant.

In a furthér embodiment, the present invention relates to a method for
administering a pharmaceutical composition to a subject in need thereof
comprising a pharmaceutically active amount of at least one modified
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neurturin protein product or a biologically active fragment thereof which is
conjugated to at least one polyethylene glycol molecule as an active
ingredient together with a pharmaceutically acceptable carrier, diluent and/or

-adjuvant.

It is a further aspect of the present invention to provide a method for
administering a pharmaceutical composition to a subject in need thereof
comprisihg a pharmaceutically active amount of at least one modified
neurturin protein product or a biologically active fragment thereof which is
conjugated to at least one polyethylene glycol molecule as an active
ingredient together with a low-molecular weight substance together with a
pharmaceutically acceptable carrier, diluent and/or adjuvant.

The compositions of the present invention are suitable for preventing or
treating pancreatic disorders or neurodegenerative diseases, particularly
pancreatic autoimmune disorders, e.g. autoimmune diabetes such as type I
diabetes or LADA but also type Il diabetes. '

Detailed Description of the Invention

The present invention provides neurturin conjugates ¢omprising covalently
attached polyol moieties such as polyethylene glycol (PEG), as well as
pharmaceutical compositions comprising these neurturin conjugates, as well
as variahts, derivatives or biologically active fragments thereof.

Unless specific definitions are provided, the nomenclature utilized in
connection with, and the Iaboratory procedures techniques and methods
described herein are those known in the art to which they pertam Standard
chemical symbols and abbreviations are used interchangeably with the full

names represented by such symbols. Standard techniques may be used for

chemical syntheses, chemical analyses, pharmaceutical preparation,
composition, delivéry, and treatment of patients. Standard techniques may
be used for recombinant DNA methodology, oligonucleotide synthesis, tissue
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culture and the like. Reactions and purification techniques may be performed
e.g., using kits according to manufacturer's specifications, as commonly
accomplished in the art or as described herein. The foregoing techniques
and procedures may be generally performed according to conventional
methods well known in the art and as described in various general or more
specific references that are cited and discussed throughout the present

specification.

The term "analog" refers to a polypeptide which resembles neurturin in
structure, having a similar function.

The term “biologically active” or “biologic activity” as used herein means that
the neurturin product induces and/or stimulates the differentiation of insulin
producing cells from progenitor, e.g. stem cells, and/or promotes the
protection, survival, or regeneration of insulin producing cells, e. g. beta cells
in vivo or in vitro. The biologic activity of the modified neurturin protein
products as disclosed herein can easily be determined in standard in vitro
assays as disclosed for the determination of GDNF activity, described in WO
93/06116 and in U.S. Patent Application No. 08/535,681 or as described in
the present Examples.

As used herein, "fragments" of neurturin refer to portions of neurturin that
are generated by any method, including but not limited to enzymatic
digestion and chemical cleavage (e.g. CNBr) of neurturin and physical
shearing of the polypeptide: Fragments of neurturin may also be generated,
e.g. by recombinant DNA technology and by amino acid synthesis.

As "active fragment" or "biologically active fragment" of neurturin as used in
the present invention refers to any fragment or precursor of the polypeptidic
chain of neurturin, alone or in combination with related molecules or residues

bound to it, for example, residues of sugars or phosphates, or aggregates of

the polypeptide molecule when such fragments or precursors show the same
biological activity of neurturin. The term “biologically active fragment” also
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relates to a fragment of a neurturin product which induces and/or stimulates
the differentiation of insulin producing cells from progenitor, e.g. stem cells,
and/or promotes the protection, survival, or regeneration of insulin producing
cells, e. g. beta cells in vivo or in vitro. The biologic activity of a fragment of
the modified neurturin protein products as disclosed herein can easily be
determined in standard in vitro assays as disclosed for the determination of
GDNF activity, described in WO 93/06116 and in U.S. Patent Application No.
08/535,681 or as described in the present Examples.

The term "homologue” is used herein to relate to a polypeptide related to
neurturin by descent from a common ancestral protein sequence. The term,
homolog, may apply to the relationship between proteins separated by the
event of genetic duplication.

The term “low molecular weight substance” refers to a substance with an
average molecular weight of between 100 and 12000 Da, preferably of
between 200 and 8000 Da and most preferably of about 500 and 7000 Da.

The low molecular weight substance may be a polyanionic polymer which is
natural or synthetic and which contains a plurality of anionic groups such as
carboxylate and/or sulfate groups. For example, the polyanionic polymer
may be selected from low molecular weight sulphated saccharides,
sulphated cyclodextrins, or sulphated synthetic polymers such as acrylic
polymers, aromatic polymers, and/or polyalcohols. More particularly, the
polyanionic polymer is selected from low molecular weight heparins or
heparin derivatives, heparan sulphates, chondroitin sulfates, dextran
sulphates, chemically modified heparin-derived oligosaccharides (list from
Wang et al. (2002), supra), heparin-like oligosaccharides, dextran sulphates,
sulphated low molecular weight glycosaminoglycans, dextrin-2-sulphates,
cellulose sulphates and naphthalene sulfonate polymer (e.g. PRO 2000),
PAVAS (a co-polymer of acrylic acid with vinyl alcohol sulphate), the
sulphonated polymer PAMPS [poly(2-acryl-amido-2-methyl-1-
propanesulfonic acid] (M. e.g. approximately 7000-12000), chondroitin
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sulphates, sulphated cyclodextrins, laminarin sulphate (Alban, S. in
Carbohydrates in Drug Design (Ed. Z.J. Witczak, K.A. Nieforth) Dekker, New
York, 1997, pp 209.), polyglycerin sulphates (Turk, H., Haag, R., Alban, S.
B)'oconjugate Chem. 2004, 15, 162;), pentosan polysulphates (PPS) and
derivatives thereof such lactose-modified pentosan polysulphates,
fractionated PPS/low molecular weight PPS, fucoidan, or derivatives or
combinations thereof.

Low molecular weight heparin (LMWH) analogues such as Enoxaparin,
Dalteparin or Fragmin are preferred examples of suitable polymers. They are
obtained by fractionation and/or limited enzymatic or chemical digestion of
heparin, and have an average molecular weight of preferably about 3000 to

about 7000 Dalton (Weitz 1997 supra).

The term “modified neurturin protein product” as used herein relates to a
chemically modified neurturin protein conjugate as well as cell-expressed
conjugate comprising a covalently attached polyol moiety.

Chemically modified neurturin conjugates may be prepared by one of skill in
the art given the disclosures herein or by any of the methods known in the
art.

The polyol moiety of the neurturin conjugate of the invention can be any
water-soluble mono- or bifunctional poly(alkylene oxide) having a linear or

‘branched chain. Typically, the polyol is a poly(alkylene glycol) such as

poly(ethylene glycol) (PEG). However, those of skill in the art will recognize
that other polyols, such as, for example poly(propylene glycol) and
copolymers of polyethylene glycol and polypropylene glycol, can be suitably
used. Other neurturin conjdgates can be prepared by coupling neurturih toa
water-soluble polymer. A non-limiting list of such polymérs include other
polyalkylene oxide homopolymers such as polypropylene glycols,
polyoxyethylenated polyols, copolymers thereof and block copolymers
thereof. As an alternative to polyalkylene oxide-based polymers, effectiyely



10

15

20

25

30

)3

WO 2009/059755 PCT/EP2008/009320

-9-

non-antigenic materials such as dextran, polyvinyl pyrrolidones,
polyacrylamides, polyvinyl alcohols, carbohydrate-based polymers and the

like can be used.:

The protein conjugates may also be expressed in prokaryotic or eukaryotic
cells well known in the art.

The term “neurturin conjugate” relates to a neurturin protein product which
camprises a polyol moiety such as polyethylene glycol covalently attached to
an amino acid of neurturin. The amino acid can be site-specific at the N-
terminal amino acid or at any other amino acid. PEG conjugates can contain
one or more PEG molecules covalently attached to any suitable site of the

neurturin protein molecule.

The term “neurturin protein product”, “neurturin product”, "neurturin protein”
or “neurtdrin” which are used interchangeably herein, relate to a protein or
peptide having a degree of identity to the biologically active human neurturin
product resulting in the cleavage of the neurturin precursor having the amino
acid sequence published as GenBank Accession Number NP_004549 (SEQ
ID NO: 1, Fig. 3) or to the human neurturin precursor itself, that is in excess
of 70%, preferably in excess of 80%, more preferably in excess of 30% and
most preferably in excess of 95%, variants or derivatives thereof. The
degree of identity between the mouse and the human protein is about 91%,
and it is contemplated that preferred mammalian neurturin proteins will have
a similarly high degree of identity. The percentage of identity of a neurturin
product and the human neurturin protein or a precursor may be determined
according to standard procedures, e.g. by using the BLAST algorithm.
Preferably, the percentage of identity is calculated as the percentage of
amino acid residues found in the smaller of the two sequences that align with
identical amino acid residues in the sequénce being compared, when four
gaps in a length of 100 amino acids may be introduced to assist in that

alignment.
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The term "ortholog" relates to polypeptides in different species that evolved
from a common ancestral gene by specification. Orthologs retain the same

function in the course of evolution.

The term "polyethylene glycol" or "PEG" relates to PEG itself as well as
derivatives thereof. The polymer PEG is commonly used as methoxy-PEG-
OH, (m-PEG), in which one terminus is the relatively inert methoxy group,
while the other terminus is a hydroxyl group that is subject to chemical
modification. Branched PEGs are also in common use. The number of
branching arms (m) can range from three to a hundred or more. The
hydroxyl groups are further subject to chemical modification. Another
branched form, such as that described in PCT patent application WO
96/21469, has a single terminus that is subject to chemical modiﬁcatioh. Yet
another branched form, has reactive groups, such as carboxyl, along the
PEG backbone rather than at the end of PEG chains. In addition to these
forms of PEG, the polymer can also be prepared with weak or degradable
linkages in the backbone. For example, Harris has shown in U.S. patent
application Ser. No. 06/026,716, which is incorporated by reference herein in
its entirety, that PEG can be prepared with ester linkages in the polymer
backbone that are subject to hydrolysis. This hydrolysis results in cleavage
of the polymer into fragments of lower molecular weight. The copolymers of
ethylene oxide and propylene oxide are closely related to PEG in their
chemistry, and they can be used instead of PEG in many of its applications.

The term "PEGylation" comprises covalent attachment of a polyethylene
glycol molecule to a substrate, which can be a protein. PEGylation of
proteins is widely known in the state of the art and has been revigwed by, for
example, Veronese, F. M., Biomaterials 22 (2001) 405-417. PEG can be
linked using different functional groups and polyethylene glycols with
different molecular weight, linear and branched PEGs as well as different
linking groups (see also Francis, G. E., et al., Int. J. Hematol. 68 (1998) 1-18;
Delgado, C., et al., Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Systems 9 (1992 (249-304). |
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PEGylation can be performed in aqueous solution with PEGylation reagents
as described, for example, in WO 00/44785, preferably using NHS-activated
linear or branched PEG molecules of a molecular weight between 5 and 40
kDa. PEGylation can also be performed at the solid phase according to Lu,
Y. et al., Reactive Polymers 22 (1994) 221-229.

Selective PEGylation at the N-terminal amino acid can be performed
according to Felix, A. M., et al., ACS Syrhp. Ser 680 (Poly(ethylene egCol))
(1997) 218-238. Selective N-terminal PEGylation is achieved during solid-
phase synthesis by coupling of a N-PEGylated amino acid derivative to the
N-terminal amino acid of the peptide chain. Side chain PEGylation is
performed during solid-phase synthesis by coupling of N-PEGylated amino
acid derivatives to the growing chain. Combined N-terminal and side chain
PEGylation is processed either as described above within solid-phase
synthesis or by solution phase synthesis by applying activated PEG reagents

- to the amino deprotected peptide .

Suitable PEG derivatives are activated PEG molecules with a preferred
average molecular weight of from about 5 to about 40 kDa, more preferably
from about 20 to about 40 kDa, and most preferably about 30 kDa. The PEG
derivatives can be linear or branched PEGs. |

Activated PEG derivatives are known in the art and described in, for
example, Morpurgo, M., et al., J. Bioconj. Chem. 7 (1996) 363-368, for PEG-
vinylsulfone. Linear chain and branched chain PEG species are suitable for
the preparation of the PEGylated fragments. Examples of reactive PEG
reagents are iodo-acetyl-methoxy-PEG and methoxy-PEG-vinylsulfone (m is
preferably an integer from about 450 to about 900 and R is lower alkyl, linear
or branched, having one to six carbon atoms such as methyl, ethyl,
isopropyl, etc., from which methyl is preferred.

As used herein, the term "PEG" or "PEG moiety" is intended to include, but
is not limited to, linear and branched PEG, methoxy PEG, hydrolytically or
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enzymatically degradable PEG, pendant PEG, dendrimer PEG, copolymers
of PEG and one or more polyols, and copolymers of PEG and PLGA
(poly(lactic/glycolic acid})).

The term “PEGylated neurturin” or “neurturin modified by “PEGylation” or
"neurturin conjugate comprising a polyethylen glycol moiety" relates to a
neurturin protein product produced by a method by which a PEG moiety is
covalently attached to form these PEGylated proteins.

The term “pharmaceutically acceptable carrier, diluent andfor adjuvant’
relates to one and more pharmaceutically and physiologically acceptable
compounds such as excipients and auxiliaries, which facilitate processing of
the active ingredient(s) into preparations, which can be 'used
pharmaceutically. Details may be found in the latest edition of Remington's
Pharmaceutical Sciences (Maack Publishing Co., Easton, Pa.).

The term "unmodified control neurturin protein product” relates to a neurturin
protein product of the same origin as the correlating modified neurturin
protein product which is used as a control.

The term “variant” as used herein relates to a polynucleotide variant which
may contain one or more substitutions, additions, deletions and/or insertions,
as further described below, relative to a native polypeptide. The term
“variant" also encompasses homologous polypeptides of xenogenic origin.
Typically, a neurturin variant retains biological activity either completely, a
substantial proportion thereof, or at least partially as, for example, can be

- determined using a specific assay as described below. The term "variant” as

used herein also encompasses neurturin which was modified by altering the

‘protein sequences by substitutions, additions or deletions providing

functionally equivalent molecules, as is well known in the art. The latter
includes altered sequences in which functionally equivalent amino acid
residues are substituted by residues within the sequence resulting in a

biologically silent exchange.
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Neurturin variants are prepared by introducing appropriate nucleotide
changes into the DNA encoding the polypeptide or by in vitro chemical
synthesis of the desired polypeptide. It will be appreciated by those skilled in
the art that deletions, insertions, and substitutions can be made, resulting in

a protein product variant presenting neurturin biological activity.

Mutagenesis techniques for such a substitution, insertion or deletion of one
or more selected amino acid residues are well known to one skilled in the art
(e.g., U.S. Patent No. 4,518,584, the disclosure of which is hereby

incorporated by reference.)

In a preferred embodiment, amino acid changes are introduced into the
region between amino acids 47-69, preferably 51-65, of mature human

“neurturin (amino acids 141-164, preferably 147-160 as shown in Figure 3).

These amino acid changes may comprise at least one deletion or
substitution of an arginine residue in this region, e.g. arginine residues 51,
52, 54, 56, 57, 58, 60, 61 and/or 65. Preferred are substitutions of arginine
by neutral or acidic amino acids, e.g. glycine, serine, alanine, aspartate or
glutamate. Especially preferred is a substitution by glutamate, e.g. R31E,
R52E, R54E, R56E, R57E, R58E, R60E, R61E and R65E or a neurturin
variant comprising at least 2 of these substitutions.

Alternatively and/or additionally an amino acid residue of neurturin, e.g. in
the above-indicated region, particUIarly an arginine residue, may be
substituted by lysine in order to facilitate coupling to polyol groups. As there
is no lysine in mature human neurturin, such a change allows site-specific -
modification with polyol groups. Especially preferred is a substitution by
lysine in the above-indicated region, e.g. R51K, R52K, R54K, R56K, R57K,
R58K, R60K, R61K and R65K or a neurturin variant comprising at least 2 of
these substitutions.

Neurturin substitution variants have at least one amino acid residue of the
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human or mouse neurturin amino acid sequence removed and a different
residue inserted in its place. Such substitution variants include allelic
variants, which are characterized by naturally occurring nucleotide sequence
changes in the species population that may or may not result in an amino

acid change.

Surprisingly, it was found by the present inventors that a pharmaceutical
composition as disclosed has an increased bioavailability of its active
ingredient, said conjugated neurturin and/or biologically active fragment
thereof, compared to a pharmaceutical composition comprising no
conjugated neurturin. The invention demonstrates that the conjugation of
neurturin protein to a polyol such as PEG improves significantly the serum
half life and bioavailability of a neurturin product. Improvement of the
bioavailability of a neurturin product in turn may reduce accumulation or
processing of the agent at the injection site if applied subcutaneously and
may improve local tolerance this way. '

The present invention provides for a method of applying the inventive
neurturin conjugates as active agents to patients in a much lower dose
compared to unmodified control neurturin in order to have a therapeutic
effect. This complies with the need for "user-friendly protein therapeutics”
and may also result in lower costs for producing active agent and/or

pharmaceutical composition.

The present neurturin conjugates also have a higher solubility in aqueous
solutions compared to unmodiﬂe_d neurturin which may result in a
simplification of formulating the active agent.

As a further advantage, coupling polyols such as PEG to neurturin ‘may
reduce immunogenicity to neurturin and therefore the formation of

neutralizing antibodies or allergic reactions against the active agent.

Preferably, the neurturin protein product of the present invention is a human
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neurturin or a biologically active fragment thereof. Neurturin protein products
are preferably produced via recombinant techniques because such methods
are capable of achieving high amounts of protein at a great purity, and are
not limited to products expressed in bacterial, plant, mammalian, or insect

cell systems.

Recombinant neurturin protein products include glycosylated and non-
glycosylated forms of the protein. In general, recombinant techniques involve |
isolating the genes encoding a neurturin protein product, cloning the gene in
a suitable vector and/or cell type, modifying the gene if necessary to encode
a desired variant, and expressing the gene in order to produce the neurturin

protein product.

Alternatively, a nucleotide sequence encoding the desired neurturin product
may be chemically synthesized. It is contemplated that a neurturin product
may be expressed using nucleotide sequences that vary in codon usage due
to the degeneration of the genetic code or allelic variations or alterations
made to facilitate production of the protein product by the selected cell. -

Kotzbauer et al., Nature 384:467-470, describe the identification of a mouse
¢DNA and amino acid sequence and a human cDNA and amino acid
sequence for a neurturin protein, identified herein as SEQ ID NO: 1.

The neurturin products according to the present.invention may be isolated or
generated by a variety of means. Exemplary methods for producing neurturin
products are described in patent application WO 97/08196, which is hereby
incorporated by reference. Also described therein are a variety of vectors,
host cells, and culture growth conditions for the expression of neurturin
protein, as Well as methods to synthesize variants of neurturin protein
product. Additional vectors suitable for the expression of neurturin protein
product in E. coli are disclosed in Patent No. EP 0 423 980, the disclosure of
which is hereby incorporated by reference. '
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The biologically active form of the protein neurturin is a disulﬁde-bohded
dimer which can be de{ermined by the molecular weight of purified neurturin.
The material isolated after expression in a bacterial system is essentially |
biol'ogically inactive, and exists as a monomer. Refolding is necessary to
produce the biologically active disulfide-bonded dimer. Processes suitable
for the refolding and maturation of the neurturin expressed in bacterial
systems are substantially similar to those described in WO 93/06116.
Standard in vitro assays for the determination of neurturin activity are also
s‘ubstantially similar to those determining GDNF activity as described in
WO 93/06116 and in U.S. Patent Application No. 08/535,681, and are
hereby incorporated by reference.

Covalent attachment of the inert, non-toxic, big-degradable polymer
polyethylene glycol (PEG), also known as polyethylene oxide (PEO)' to
neurturin has important applications in biotechnology and medicine.
PEGylation of neurturin results in improved pharmacokinetics resuiting in
sustained duration, improve safety (e.g. lower toxicity, immunogenicity and
antigenicity), increase efficacy, decrease dosing frequency, improve drug
solubility and stability, reduce proteolysis, and -facilitate controlled drug

release.

The present invention contemplates use of neurturin protein products, e.g.
derivatives which are prokaryote-expressed neurturin, or variants thereof,
linked to at least one polyethylene glycol molecule, as well as use of
neurturin, or variants thereof, attached to one or more polyethylene glycol
molecules via an acyl or alkyl linkage. PEGylation may be carried out by any
of the pegylation reactions known in the art. See, for example: Focus on
Growth Factors, 3 (2):4-10, 1992; EP 0 154 316, the disclosure of which is
hereby incorporated by reference; EP 0 401 384; and the other publications
cited herein that relate to PEGylation.

The pharmaceutical composition of the present invention has an increased
bioavailability of the active ingredient in a mammal, e.g. a human, compared



®»

10

15

20

25

30

Al

WO 2009/059755 PCT/EP2008/009320

-17 -

to a pharmaceutical composition which does not contain the PEGylated
neurturin (see Figure 2). Preferably, the PEGylated neurturin is present in an
amount to provide an at least 2-fold, preferably at least 5-fold and more
preferably at least 10-fold increase in the bioavailability of the active

ingredient.

The increase of bioavailability may be determined as shown in the Examples
of the present application. More particularly, a composition containing the
active ingredient in a given amount or dose is compared to a pharmaceutical
compasition containing the active ingredient in the same dose but without
PEGylation. The bioavailability of both compositions may be determined from
the plasma concentration after subcutaneous administration to experimental
animals, e.g. mice. Preferably, the plasma-concentration is measured over a
time period of at least 120 min, preferably of 240 min and most preferably of
24 h (see Figure 2).

The pharmaceutical composition of the present invention may be adapted for
administration by any effective route, e.g. by oral, nasal, rectal, pulmonal,
topical, transdermal or parenteral routes of administration. Thus, the

“composition may be a solid or liquid composition, e.g. a tablet, capsule,

powder, cream, gel, ointment, solution, emulsion, suspension, lyophilisate
etc. Preferably, however, the compbsition is administered by injection or
infusion, more preferably by injection, e.g. by subcutaneous or intravenous
injection. The pharmaceutical composition is preferably an aqueous solution.

In addition to the active ingredient and optionally low mqlecular weight

substance such as a polyanionic polymer, the pharmaceutical composition
may comprise a pharmaceutically acceptable carrier, diluent and/or adjuvant,
such as buffers, agents for adjusting tonicity, stabilizers, fillers, disintegrants,

thickeners, etc.

The pharmaceutical composition contains the active ingredient in a
therapeutically effective amount or dose. The therapeutically effective dose
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depends on the type of the active ingredient, the type and the variety of the
disease to be treated and the type of administration. For parenteral
compositions containing neurturin as an active ingredient, the therapeutically
effective dose is preferably in the range of about 0.001 mg to 500 mg, more
preferably from about 0.05 to about 100 mg, most preferably from about 0.01
to about 5 mg per day.

The composition is preferably administered to a mammal, particularly a
human. Thus, the composition is suitable}for human and veterinary
medicine. The composition is particularly suitable for the prevention and/or
treatment of neurodegenerative or pancreatic disorders, particularly
pancreatic autoimmune disorders such as diabetes type 1 and LADA, or
diabetes type |I. ‘

The neurturin conjugate as described herein may be administered by any
suitable means, preferably enterally or parenterally or topically directly to the
pahcreas, as known to those skilled in the art. The specific dose may be
calculated according to considerations of body weight, body surface area or

~ organ size. Further refinement of the calculations necessary to determine the

appropriate dosage for treatment involving each of the above mentioned
compositions is routinely made by those of ordinary skill in the art and is
within the ambit of tasks routinely performed. Appropriate dosages may be
ascertained through use of the established assays for determining dosages
utilized in conjunction with appropriate dose-response data. The final désage
regimen involved in a method for treating the above described conditions will
be determined by the attending physician, considering various factors which
modify the action of drugs, e.g., the age, condition, body weight, sex and diet
of the patient, the severity of any infection, time of administration and other
clinical factors. As studies are conducted, further information will emerge
regarding the appropriate dosage levels for the treatment of various

diseases and conditions.

It is envisioned that the continuous administration or sustained delivery of a
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neurturin conjugate as described herein may be advantageous for a given
freatment. While continuous administration may be accomplished via a

- mechanical means, such as with an infusion pump, it is contemplated that
. other modes of continuous or near continuous administration may be
- practiced. For example, chemical derivatization or encapsulation may result

in sustained release forms of the protein having the effect of continuous

presence, in predictable amounts, based on a determined dosage regimen.
Thus, neurturin protein products include proteins derivatized or otherwise
formulated to effectuate such continuous administration.

In a further preferred embodiment, neurturin conjugate can be delivered
directly to progenitor, e.g. stem celis in order to stimulate the differevnt_iation
of insulin producing cells in vitro or in vivo. In this embodiment of the
invention, neurturin conjugate may be added preferably at concentrations
between 0.1 ng/ml and 500 ng/ml, more preferably between 1'ng/ml and 100
ng/ml, even more preferably between 20 and 80 ng/m! and most preferably

50 ng/ml.

‘The neurturin conjugate as disclosed herein may be used either in a

monotherapy or in a combination therapy with other pharmaceutical agents.
For example, it may be administered together with other pharmaceutical
agents suitable for the treatment or prevention of pancreatic diseases and/or
obesity and/or metabolic syndrome, particularly with other pharmaceutical
agents suitable for stimulating and/or inducing the differentiation of insulin
producing cells from progenitor cells. Further, it may be used together with
pharmaceutical agents which have an immunosuppressive activity, e.g.
antibodies, polypeptides and/or peptidic or non-peptidic low molecular weight
substances as disclosed in WO 2005/51415.

A further embodiment of the present invention is a variant of human
neurturin comprising at least one, e.g. 1, 2, 3 or 4 amino acid changes
compared to wiId-tybe human neurturin. The variant of human neurturin méy
contain one or more substitutions, additions, deletions and/or insertions, as
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described in detail above, relative to the native human polypeptide. Neurturin

variants can be prepared as described above.

In a preferred embodiment, amino acid changes are present in the region
between amino acids 47-69, preferably 51-65 of mature human neurturin |
(amino acids 141-164, preferébly 147-160 as shown in Figure 3). These
amino acid changes may comprise at least one deletion or substitution of an
arginine residue in this region, e.g. arginine residues 51, 52, 54, 56, 57, 58,
60, 61 and/or 65. Preferred are substitutions of arginine by neutral or acidic
amino acids, e.g. glycine, serine, alanine, éspartate or glutamate. Especially
preferred is a substitution by glutamate, e.g. R51E, R52E, R54E, R56E,
R57E, R58E, R60E, R61E and R65E, or a neurturin variant comprising at
least two of these substitutions.

Also preferred are variants of human neurturin, wherein alternatively and/or
additionally an amino acid residue, e.g. in the above-indicated region,
particularly an arginine residue, is substituted by lysine. Thereby, site-
specific coupling of the neurturin variant to polyol groups is facilitated.
Especially preferred is a substitution by lysine in the above-indicated region,
e.g. R51K, R52K, R54K, R56K, R57K, R58K, R60K, R61K and R65K or a
neurturin variant comprising at least 2 of these substitutions.

Neurturin substitution variants according to the present invention have at
least one amino acid residue of the human neurturin amino acid sequence
removed and a different residue inserted in its place. Such substitution
variants include allelic variants which are characterized by naturally
occurring nucleotide sequence changes in the species population that may

or may not resuit in an amino acid change.

The present invention further provides a method for administering a
pharmaceutical composition to a subject in need thereof, wherein said
composition comprises a pharmaceutically active amount or dose of at least
one neurturin protein product conjugated with at least one polyol such as
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PEG or a biologically active fragment of such conjugated neurturin as an
active ingredient together with a pharmaceutically acceptable carrier, diluent

and/or adjuvant.

" The invention even further provides a method for administering a

pharmaceutical composition to a subject in need thereof, wherein said
composition comprises a pharmaceutically active amount or dose of at least
one modified neurturin protein product or a biologically active fragment
thereof as an active ingredient together with a low molecular weight
substance together with a pharmaceutically acceptable carrier, diluent and/or

adjuvant.
Figures

The following Figures and Examples illustrate the invention and are non-
limiting embodiments of the invention as claimed below. Numerous
additional aspects and advantages of the invention will become apparent to
those skilled in the art upon consideration of the following description of the

Figures.
Figure 1: Biological activity of PEGylated neurturin in cell culture

The reporter cell line was subjected to increasing concentrations of neurturin
or neurturin conjugated with PEG (PEGylated neurturin). The resuilting
reportér gene activity (relative light units (RLU) given on the y-axis) was
plotted against the final concentration of the test agent (given on the x-axis in
ng/ml; Figure 1A and B). Two independently produced batches of unmodified
neurturin were used as experimental controls (PeproTech; Lot0805112 and
Lot0106112) and their relative activity was compared tov those of the'thr_eé
PEGylated conjugates (mono-mPEG-NHS-neurturin, mono-mPEG-CHO-
neurturin and mono-CES0310-neurturin). Given values are means of at least
3 wells + S.D. The calculated ECs of the various tests are: Neurturin
(Lot0805112, unmodified protein): ECso = 2,2 ng/ml, neurturin (Lot0106112,
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unmodified prbtein): ECso = 1,2 ng/ml, mono-CES0310-neurturin: ECs = 12

ng/mi (Figure 1A), and neurturin (Lot0106112, unmodified protein): ECso =
3,8 ng/ml, mono-mPEG-NHS-neurturin: ECs, = 9,7 ng/ml, and mono-mPEG-
CHO-neurturin: ECso = 7,4 ng/ml (Figure 1B).

Figure 2: Pharmacokinetic (PK) studies after subcutaneous

administration of test agents in mice

Figure 2A and B show the neurturin plasma concentrations in ng/ml at
various time points after the administration of 0,050 mg/kg BW (Fig. 2A) or
0,50mg/kg BW (Fig. 2B) neurturin or PEGylated neurturin to mice. Resulting
plasma levels were determined by a neurturin ELISA assay. Time point zero
shows the average background signal for neurturin in mouse serum using
this ELISA assay. The background values were calculated from
independently measured values from sera of 12 (Fig. 2A) or from 11 (Fig.
2B) untreated mice The other indicated values are means of measured
serum levels from three animals + SD. Figure 2A shows PK data for the

3¢

neurturin conjugate mono-NHS-neurturin stemming from two independent'

experiments (mono-NHS-neurturin_Exp.1 and -_Exp.2). Figure 2B shows
data derived from yet another experiment where mice were treated with 0,50
mg/kg BW mono-NHS-neurturin.

For area under the curve (AUC) analysis covering all measured time points,
the baseline was set to 0.6 ng/mi (the average background value at the time
point 0): Neurturin unmodified protein: 18,8 ng*min/ml, mono-mPEG-NHS-
neurturin_Exp1: 409 ng*min/ml, mono-mPEG-NHS-neurturin_Exp2: 918
ng*min/ml, mono-CES0310-neurturin: ECs, = 142 ng*min/ml (Figure 2A),
and neurturin unmodified protein: 324 ng*min/ml, mono-mPEG-NHS-
neurturin: 1157 ng*min/ml, and mono-mPEG-CHO-neurturin: 845 ng*min/mi
(Figure 2B).

For the area under the curve (AUC) analysis (Figure 2A and B) of neurturin
serum levels the baseline was set to 0,6 ng/ml neurturin which corresponds
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to the average background level determined in the serum of untreated mice.

Figure 3:

Protein sequence of human neurturin precursor as published by the
National Center for Biotechnology Information (NCBI) (accession number:
NP_004549). The sequence of the mature protein which corresponds to the

biologically as well as pharmacologically active form is highlighted in bold.

Figure 4:

Figure 4A. Expression of human neurturin and mutated neurturin variants.

Native-PAGE/Western-blot of concentrated supernatant from HEK-293 cells
expressing neurturin and neurturin variants (numbering of the positions
according to the sequence of mature human neurturin, R: arginine, E:

glutamic acid).

Figure 4B. Neurturin ELISA: Representative standard curve using human

recombinant neurturin expressed from E. coli.

Figure 5: Quantiﬁ_cation of biological activity of neurturin

Figure 5A. Cellular neurturin biological activity assay: Tyrosine hydroxylase
reporter gene activity stimulated by exogenous human recombinant neurturin

from E.coli in increasing concentrations combined with increasing serum

concentrations.
Figure 5B. Biological activity of neurturin variants (n.d. : not detected)

Figure 6: Alignment >of neurturin sequences from different vertebrate

species

Amino acids 47-69 of mature human neurturin are shown (numbering of the

3t
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positions according to the sequence of mature human neurturin peptide,
genbank accession number NP_004549, mature peptide aa 96-197). Amino

‘acid variatiohs different to human neurturin are printed bold and underlined

(GenBank Accession Numbers in brackets).

Figure 7: DNA Sequence of a neurturin expression construct: Kr-G3-
H6-G3-Xa-rhneurturin (wt)

Kr-G3-H6-G3-Xa-rhneurturin(wt) cloned into pMA vector. The DNA-
sequence of the sense and the anti-sense strand are shown together with

restriction sites and the resulting amino-acid sequence of the coding region.

Figure 8: Anti-neurturin antibody ELISA

Anti-neurturin antibody ELISA: left: Standard curve using anti-neurturin IgG, |

right: Standard curve using anti-neurturin IgG/IgM

it should be noted that all preferred embodiments discussed for one or
several aspects of the invention also relate to all other aspects. '

The versatility of the present invention is illustrated, but not limited, by the

following Examples.
EXAMPLES
Example 1 — PEGylation of neurturin

Polyethylenglycol groups (PEG) were conjugated to neurturin through a
process called PEGylation. This technology is widely used for the
modification of therapeutic proteins and the procedure is familiar to anyone
skilled in the art. In the present invention, mono-PEGylated neurturin
conjugates were produced by linking a single PEG- molecule to the N-
terminal amino acid of one of the two subunits of the homodimer. Two
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different conjugates of mono-PEGylated neurturin were produced that differ
in size and structure of the attached PEG as well as in the method of
production to conjugate the PEG to the protein. The conjugate disclosed as
"mono-mPEG-NHS-neurturin" herein was produced using an about 5 kDa
linear PEG-reagent (mPEG-succinimidyl succinat, NOF, Japan). This so-
called "NHS-method" is the most commonly used method for PEGylation of
soluble proteins. Further, a linear 5 kDa polyethylene glycol bufyraldehyde
(Nektar, 082MOHO1) was used to generate the c—onjugate disclosed as
"mono-mPEG-CHO-neurturin”. Under specific experimental conditions NHS
esters or aldehydes efficiently react with free amino groups of proteihs and
peptides. In yet another conjugate disclosed as “mono-CES0310-neurturin”,
the N-terminal amino acid of one chain of the neurturin homodimer was
conjugated to a six-arm branched PEG of about 5 kDa using a PEGylation
methodology known in the prior art (see, for example, but not limited to, DE
2005 100 04 157.’0, EP 1 631 545 A2; WO 04/108634; WO 07/025763; CA
2528667). Neurturin does not contain lysine residues, therefore the
PEGylation reactions described above are expected to primarily lead to a N-
terminal PEGylation via the reactive amino groups of the N-terminal amino
acids of the neurturin homodimer. The quality (size and purity) of the
PEGylated products was confirmed using standard biochemical méthodology

known to anyone skilled in the art.

Example 2 - Biological activity of PEGylated neurturin conjugates or

variants thereof

“The biological activity of the neurturin conjugates was evaluated using a cell

based reporter assay. It was determined how strong neurturin or its
PEGylated conjugates activate a reporter gene construct in a cell line
expressing neurturin receptors on the surface. In this assay the activity of
both PEGylated neurturin conjugates was found to be reduced 3 to 10 fold
relative to that of unmodified neurturin (Figure 1A and B).

The human neuroblastoma cell line TGW (JCRB0618) which expresses the

39
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receptors for neurturin on the cell surface was stably transfected with a

neurturin reporter gene construct. The reporter gene constructs contains a -

luciferase gene which is among other regulatory elements under the
transcriptional control of repetitive serum response elements (SRE). In these
cells the expression of luciferase is stimulated in response to the activation
of the MAPK pathway, for instance through binding of neurturin to its surface

receptors. The assay is carried out in 96 well plates. The luciferase activity -

was measured by addition of luciferin substrate to the wells and read-out

‘was generated on a Analyst reader (Molecular Devices) .operating in the

luminescence mode.

Example 3 - Improved bioavailability of PEGylated neurturin
conjugates or variants thereof

The relative bioavailability of the PEGylated conjugates of neurturin was
estimated with the help of PK studies in mice (Fig. 2A and B). In these
experiments the protein was subcutaneously injected into the neck region of
mice. Following, the serum concentration of neurturin was determined at
defined time points after the delivery of the protein using a specific neurturin
ELISA assay (Fig. 2A and B). The sensitivity of this neurturin ELISA assay
was limited because of relatively high background signals in the presence of
mouse serum, as detected by the use of serum from mice that were not

treated with neurturin (point zero values). After the injection of 0,050 mg/kg
" body weight (BW) unmodified neurturin, the neurturin serum levels did not
“significantly exceed this background level at any time point. On the contrary,

when the same amount of PEGylated neurturin was applied a signiﬁcant
increase in serum levels of the injected protein was detected, irrespective of
the kind of the PEG modification (Fig. 2A). When the amount of injected
unmodified neurturin was increased 10 times (0,5 mg/kg BW) the protein
was significantly detected in the serum at time points 60, 90, 120 and 180
minutes (Fig. 2B). Significance of this observation was confirmed using the
T-test and p-values < 0,05 were calculated. Also, the serum levels of the
PEGylated neurturin derivatives given at the 0,5 mg/kg BW dose were a few-

40
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fold higher than these of the unmodified protein (Fig. 2A and B).

The neurturin conjugates presented herein consistently demonstrate higher
serum levels relative to those of the unmodified protein. In conclusion,
PEGylation of neurturin significantly improves the bioavailability of neurturin.

Example 4 — Neurturin variants

Basic arginine residues that are located within the basic patch of neurturin
(amino acids 51-65 of the mature protein) were replaced by acidic glutamic

acid residues through site directed PCR-based mutagenesis. Briefly, the

coding sequence of mature human neurturin with an additional N-terminal
eukaryotic secretion signal peptide was modified by PCR-based
mutagenesis using mismatch primers introducing the desired mutations:

R51E, R52E, R54E, R56E, R57E, R58E, R60E, R61E, R63E, or R65E

(numbering of the positions according to the sequence of mature human
neurturin peptide, Genbank Accession Number NP_004549, mature peptide
aa 96-197, this sequence is also shown in Figure 3; R: arginine; E: glutamic

acid).

The resulting plasmids were purified and the correctness of the coding
sequence was checked by sequencing. The coding sequences were donéd
via flanking Hindll! and Xhol cloning sites into pCDNA3.1+ vector (Invitrogen
Cat. No. V790-20) for eukaryotic expression.

For eukaryotic expression, these vectors as well as empty control vector and
GFP expression vector as transfection control were transiently transfected in
HEK-293 cells cultured on 175 cm? tissue culture vessels with 25 mi
medium, each. Media harvest was performed 48 hours after transfection and
the media supernatant was concentrated by the use of ultra-filtration
columns to app. 0.4 ml, each.
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The expression of wt human neurturin and the mutated variants was first

~ controlled by native-PAGE/Western-blot using neurturin-specific antibodies

for detection (see Figure 4). As control human recombinant neurturin

expressed from E. coli was used.

Figure 4A shows that human wild-type neurturin (wt) as well as all modiﬁed
neurturin variants except R63E were expressed in similar amounts. The
apparent mass of the neurturin variants ranged between 20 and 25 kDa

similar to wt neurturin.

The yield of expressed neurturin was determined by an ELISA specific for
neurturin. Briefly, rabbit anti-neurturin-antibody was coated onto micro-wells
for neurturin capture from the neurturin containing concentrated media

- supernatant. After washing, the captured neurturin was quantified by a

luminescence read-out using biotin-conjugated goat anti-neurturin-antibody
followed by the use of peroxidase-conjugated streptavidin. Human
recombinant neurturin expressed from E. coli was used to establish a

standard curve (see Figure 4B).

Furthermore, the biological activity of the expressed neurturin variants were
quantified in a specific cellular assay. The assay principle is based on

. experiments by Tanaka et al., 2002, 2003 (Tanaka M, Xiao H, Kiuchi K.

Heparin facilitates glial cell line-derived neurotrophic factor signal
transduction. Neuroreport. 2002 Oct 28;13(15):1913-6; Tanaka M, Xiao H,
Hirata Y, Kiuchi K. A rapid assay for glial cell line-derived neurotrophic factor
and neurturin based on transfection of cells with tyrosine hydroxylase
promoter-luciferase construct. Brain Res Brain Res Protoc. 2003 May;11(2):
119-22.) showing the induction of a tyrosine hydroxylase (TH) reporter-gene
construct by neurturin stably expressed in the human TGW neuroblastoma
cell line. Briefly, TGW cells over-expressing the tyrosine hydroxylase (TH)
reporter gene construct were treated with the neurturin containing samples
leading to induction of MAPK pathway by neurturin signaling. The reporter
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gene constructs contains a luciferase gene under control of repetitive serum
response eléments (SRE). The expression of luciferase is depending of
MAPK pathway activation. The assay is carried out in 96 well plates.
neurturin mediated luciferase expression is measured by addition of luciferin
and analyzed with a luminescence reader. '

A representative experiment demonstrating the quantification of the
biological activiiy of neurturin using human recombinant neurturin expressed
in E. coli as standard in combination with increasing serum concentrations is
shown in Figure 5A.

Figure 5B shows that wild-type recombinant human neurturin as well as all
neurturin variants except R63E were expressed in similar amounts resuiting
in protein concentrations between 1.2 - 1.7 g/l, and all expressed variants
displayed a similar biological activity in vitro compared to wild-type
recombinant human neurturin with an ECs, between 0.32 - 0.89 ng/ml (see
Figure 5B). The human recombinant neurturin from E. coli used for
comparison showed a weaker potency with an ECs of 2.20 ng/ml probably
resulting from a portion of not properly refolded neurturin in the sample (see
Figure 5B).

Thus, Figure 5 shows that modifications in neurturin's "heel" region such as
an introduction of a negatively charged, acidic amino acid into the basic
patch does not compromise the biological activity of neurturin in general.
This is surprising that the prior art shows that a modification from basic to
acidic amino acids in the heel region would interfere with the biological
activity of neurturin (see sequence and structure comparisons with other

GFL, as discussed above).

The failure of expressing neurturin variant R63E shows that at this position a
change from arginine to glutamic acid is not'tolerated. Nevertheless, other
modifications not resulting in a complete change of amino acid charge are
functional. A sequence comparison of known neurturin homologs shows that
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a R63E variant exists in the human neurturin homolog of Ornithorhynchus
anatinus, Monodelphis domestica, and Gallus gallus. Also natural variants of
the arginin residues at position 52, 57, 58, and 61 exist in different neurturin

homologs (see Figure 6).

In order to create biologically active neurturin variants with improved
bioavailability, the inventors replaced basic arginines in the "heel" region with
Lysine. As arginine and lysine are structurally related, such exchangés are
expected to affect the structure of the neurturin molecule only minimally.
Such changes are enabling the site-specific directed PEGylation of neurturin
via the the primary amine of the lysine side chain in a region of the protein
shown to tolerate substantial amino acid changes, and which is therefore not
important for biological activity. This reaction is highly specific since no lysine
is present in the mature native human neurturin sequence. Reactions of
activated PEG with other amines are minimized by optimizing reaction
conditions, e.g. pH, temperature and reaction time. By placing a PEG
modification within the basic patch of the "heel" region, two objectives are
achieved: (i) the benefits of protein PEGylation (improved bioavailability via
reduced renal clearance, reduced immunogenicity, improved protein
stability) can be obtained while minimizing effects on protein activity and (i)
PEGylation in this region is expected to shield the basic patch by preventing
interactions with negatively charged cell surface proteoglycans, which is also

expected to improve protein bioavailability.

In a first step, the coding sequence of mature human neurturin which is
optimized for human codon usage (with an additional N-terminal signal

_ peptide for eukaryotic secretion) and an additional purification tag (repeat of

six histidine residues with an additional site for cleavage of this purification
tag with factor-Xa) is modified by PCR-based site directed mutag_enesis.
Here, codons are exchanged at arginine residues 51, 52, 54, 56, 57, 58, 60,
61, 63, dr 65 with the codons for lysine residues.

- The resulting expression construct referred to as Kr-G3-H6-G3-Xa-
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rhneurturin in this invention containing the following features:

« Kr. DNA-sequence of mouse kringle-containing transmembrane
protein 2, amino acids 1 - 26, signal peptide (GenBank Accession
Number NP_082692) for cytoplasmic secretion optimized for human
codon usage (amino acid sequence:
MGTPHLQGFLLLFPLLLRLHGASAGS; SEQ ID NO: 2).

. G3: DNA-sequence of a glycine spacer optimized for human codon
usage (amino acid sequence: GGG; SEQ ID NO: 3).

. H6: DNA-sequence of a 6-histidine tag for purification purposes
optimized for human codon usage (amino acid sequence: HHHHHH;
SEQ ID NO: 4). ‘

. Xa: DNA-sequence of Factor-Xa protease recognition site optimized
for human codon usage (amino acid sequence: [EGR; SEQ ID NO: 5).
Factor-Xa protease cuts C-terminal after the arginine.

« rhneurturin: DNA-sequence of mature recombihant human neurturin
optimized for human codon usage (amino acid sequence::
ARLGARPCGLRELEVRVSELGLGYASDETVLFRYCAGACEAAARVY
DLGLRRLRQRRRLRRERVRAQPCCRPTAYEDEVSFLDAHSRYHTV
HELSARECACYV: SEQ ID NO: 6). Single arginine codons at positions
51, 52, 54, 56, 57, 58, 60, 61, 63, or 65 are replaced by the lysine
codon AAG in the respective neurturin variant expression construct. |

The complete DNA sequence of Kr-G3-H6-G3-Xa-rhneurturin(wt) cloned into
. pMA vector is shown in Figure 7; SEQ ID NO: 7.

Example 5 — Peglyation of neurturin Variants
The resulting constructs are cloned in the eukaryotic expression vector
pcDNA3.1+ which are transfected into HEK-293 cells for the expression of

the modified neurturin variants as describe above.

The expressed neurturin variants are purified by ultra-filtration and by affinity
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chromatography by means of the introduced purification tag.

The structure, purity and biological activity of the resulting neurturin variant
preparations are checked by native-PAGE/Western-blot and neurturin

activity assay as shown above.

Biological active neurturin variants which are expressed with sufficient yield
and are purified to acceptable purity are used for covalent modification with
different mono-disperse PEGs. This PEGs have a preferably size of 2.5 - 30
kDa, are linear or branched and activated with N-hydroxysuccinimide (NHS)
ester. The N-hydroxysuccinimide (NHS) ester is spontaneously reactive with
primary amines, providing for efficient PEGylation of proteins. Other PEG
derivatives are for example but not limited to molecules with different sizes,
not mono-disperse or with -different branching patterns and coupling

chemistries may be applied as well.

After the reaction, the purification tag is cleaved at the introduced proteinase
site by factor-Xa and PEG-neurturin variants are purified by size exclusion

and/or affinity chromatography.

A number of additional purification tags and protease site/recombinant
protease combinations are well known in the art and may replace the His-
Tag and/or factor-Xa site/factor Xa cleavage. Alternatively, the neurturin
protein containing the introduced PEGylation site(s) may be purified from the
sUpernatant'of eukaryotic expression systems or from the lysate or
superna{ant of overexpressing bacteria without purification tag by

chromatographic methods.
The structure, purity and biological activity of the resulting PEG-neurturin
variant preparations are checked by SDS-PAGE/Western-blot, native-PAGE/

Western-blot, and neurturin activity assay as shown above.

Purified PEG-neurturin variants showing sufficient biological activity in vitro
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are assayed in vivo for their pharmacokinetic behavior after subcutaneous
administration of 50 pmol/kg s.c. to mice and rats. Plasma neurturin
concentration is determined by neurturin ELISA at baseline, and at 0.25, 0.5,
1, 1.5, 2, 3, 4, 6 and 8 hours after administration.

Selected PEG-neurturin variants showing improved bioavailability compared
to wt neurturin are tested for their efficacy in vivo by subcutaneous
administration to neo STZ rats once daily 50 umol/kg for 6 days. To assay
beta-cell function, blood glucose is determined every day, and pancreatic
insulin content is determined after 6 days treatment compared to vehicle

control and wt neurturin groups.
Example 6 — Immunogenic potential of pegylated neurturin

Human recombinant wt neurturin has an immunogenic potential as
demonstrated by the appearance of anti-neurturin antibodies after
administration to adult mice for more than 2 weeks. The anti-neurturin
antibodies have been detected with a specific assay. Briefly, recombinant
human neurturin was coated on microplates to capture serum antibodies.
After washing, the captured anti-neurturin antibodies were quantified by a
luminescence read-out using biotin-conjugated goat anti-lgG antibody or
goat anti-ilgG/IgM antibody followed by the use of peroxidase conjugated
streptavidin. Anti-neurturin IgG and anti-neurturin IgM diluted in serum was
used to establish standard curves (see Figure 8).

As the PEGylation of pharmacologically active proteins reduces their
immunogenic potential, selected PEG-neurturin variants with improved
bioavailability and sustained potency are tested for their immunogenic
potential by subcutaneous administration of once daily 50 pmol/kg for 28
days in adult mice. The appearance of anti-neurturin antibodies is
determined by anti-neurturin antibody ELISA every weak compared to

vehicle control and wt neurturin groups.
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Claims

A neurturin conjugate comprising a polyol moiety covalently bound to a
human neurturin protein product or a biologically active fragment thereof.

The neurturin conjugate according to claim 1, comprising a polypéptide '
encoded by the amino acid sequence set forth in SEQ ID. NO. 1, or a
homologue, ortholog, variant, analog, derivative, biologically active
fragment, or biologically active mutant thereof.

The neurturin conjugate according to claim 1 or 2, wherein the polyol

moiety is a polyethylene glycol moiety.

The neurturin conjugate according to any one of the claims 1-3, wherein
the polyol moiety is a single chain polyol moiety.

The neurturin conjugate according to any one of the claims 1-3, wherein
the polyol moiety is a branched chain polyol moiety.

The neurturin conjugate according to any one of the claims 1-3 , wherein
the polyol moiety is a polyalkylene glycol moiety.

The neurturin conjugate according to any one of the claims 1-6, having
the same or a higher in vivo neurturin activity as native human neurturin.

The neurturin conjugate according to any one of the claims 1-7 having
at least one amino acid change compared to human neurturin.

The neurturin conjugate according to claim 8, wherein the amino acid
change is between amino acids 47-69, preferably 51-65 of mature

human neurturin.
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The neurturin conjugate according to any one of claims 8 or 9, wherein
at least one of the arginine residues 51, 52, 54, 56, 57, 58, 60, 61 or 65
is deleted or substituted. -

The neurturin conjugate according to claim 10, wherein at least one
arginine residue is substituted by a neutral or acidic amino acid residue,

e.g. glutamic acid.

The neurturin conjugate according to any one of claims 8-10, wherein at
least one lysine residue is introduced.

A pharmaceutical composition comprising at least one neurturin protein
product and/or a biologically active fragment thereof conjugated to at
least one polyethylene glycol molecule as an active ingredient together
with a pharmaceutically acceptable carrier, diluent and/or adjuvant.

The composition of claim 13, wherein said neurturin protein product is a
human neurturin protein product or a biologically active fragment thereof.

The composition of any one of the claims 13 or 14, wherein said
modified neurturin protein product is mono-PEGylated, comprising a

single polyethylene glycol molecule chain.

The composition of any one of the claims 13 or 14, wherein said
modified neurturin protein product is oligo- or poly-PEGylated,
comprising two, three, four or several polyethylene glycol molecule

chains.

The composition of any one of the claims 13-16, wherein said modified
neurturin protein product comprises at least one linear polyethylene

glycol molecule chain.
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The composition of any one of the claims 13-16, wherein said modified
neurturin protein product comprises at least one branched polyethylene

glycol molecule chain.

The composition of any one of the claims 13-18, wherein' said
polyethylene glycol molecule has an average molecular weight of 100 to
10000 Da, preferably 200 to 8000 Da and most preferably of 1000 to
7000 Da. ’

The composition of any one of the claims 13-19, wherein said
polyethylene glycol molecule is linked to the N-terminal amino acid of
said modified neurturin protein product.

The compositon of any one of the claims 13-20, wherein said
polyethylene glycol molecule is linked to said modified neurturin protein
product via an acyl or alkyl linkage.

The composition of any one of the claims 13-21, wherein said
polyethylene glycol molecule is terminated by an OH-, OCHs- or OEt-
group.

The composition of any one of the claims 13-22, which has an increased
bioavailability of the active ingredient compared to a composition with an
unmodified control neurturin protein product.

The composition of any one of the claims 13-23, wherein said modified
neurturin protein is present in an amount to provide an at least 2-fold,
preferably at least 5-fold and more preferably at least 10-fold increase in
the bioavailability of the active ingredient.

The composition of any one of the claims 13-24 for injection or infusion.

The composition of claim 25 for subcutaneous or intravenous injection.
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The composition of any one of the claims 13-26 for the prevention or
treatment of pancreatic or neurodegenerative disorders.

The composition of claim 27 for the prevention or treatment of diabetes
mellitus type |, LADA and diabetes mellitus type II.

The composition of any one of the claims 13-28 for administration to a
mammal, particularly a human.

A variant of human neurturin comprising at least one, e.g. 1, 2, 3 or 4
amino acid changes compared to wild-type human neurturin.

The variant of human neurturin of claim 30, wherein the amino acid
changes are as defined in claims 9-12.

A method for administering a pharmaceutical composition to a subject in
need thereof comprising a pharmaceutically active amount of at least
one modified neurturin protein product or a biologically active fragment
thereof which is conjugated to at least one polyethylene glycol molecule
as an active ingredient together with a pharmaceutically acceptable
carrier, diluent and/or adjuvant. :

A method for administering a pharmacéutica! composition to a subject in
need thereof comprising a pharmaceutically active amount of at least
one modified neurturin protein product or a biologically active fragment
thereof which is conjugated to at least one polyethylene glycol molecule

‘as an active ingredient together with a low-molecular weight substance
together with a pharmaceutically acceptable carrier, diluent and/or

adjuvant.
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Figure 3
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Figure 5
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Figure 6
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Mus musculus (NP_032764.1) DLGLRRLRGRRRVRRERARAHPC
Rattus norvegicus (NP_445851.1) DLGLRRLRGRRR!R_KERVRAI_IPC
Ornithorhynchus anatinus (XP_001509015.1) DLGLRRLRGRRRVRKEKVRAQPC
Monodelphis domestica (XP_001369475.1) DLGLRRLRGRRRVRKEKIRARPC

Gallus gallus (NP_001074973.1) DLSLRSVRSRKKIRKEKVRARPC
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CONJUGADOS DE NEURTURINA NOVEDOSOS PARA USO FARMACEUTICO

. CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencidén se relaciona con la
modificacién de la neurturina humana para incrementar -su
vida media en suero y perfil farmacocinético. En
particular, 1la invencidén se relaciona con conjugados de
neurturina novedosos que comprenden neurturina o fragmentos
bioldégicamente activos de los mismos unidos covalentemente
a porciones de poliol, preferiblemente polietilen glicol.
La invencidén se relaciona ademés con composiciones
farmacéuticas con mayor biodisponibilidad gque comprenden
conjugadoé de neurturina novedosos como agente activo para
terapia, tratamiento, prevencién y/o diagnéstibo de la
diabetes y neurodegeneracidn.

Las células beta pancreaticas secretan insulina
en respuesta a los niveles elevados de glucosa en sangre.
La insulina entre otras hormonas juega un papel clave en la
regulacién del metabolismo combustible. La insulina conduce
al almacenamiento de glicdgeno y triglicéridos y a la
sintesis de proteinas. La entrada de glucosa en 1los
musculos y células adiposas es estimulada por la insu;ina.
En pacientes que padécen de diabetes mellitus tipo 1, o
LADA (diabetes autoinmune en adultos, Pozzilli & Di Mario,

2001, Diabetes Care. 8:1460-1467) las células beta estén
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siendo destruidas debido a ataque autoinmune. La cantidad
de insulina producida por las células de los 1islotes
pancredticos restantes es demasiado baja, dando como
resultado niveles de glucocsa en sangre elevados
(hiperglicemia). En la diabetes mellitus tipo II 1las
células hepaticas y musculares pierden su capacidad de
responder ‘a los niveles de insulina en sangre normales
(resistencia a la insulina). Los éltos niveles de glucoéa
en sangre (y también los altos niveles de 1lipidos en
sangre) conducen a su vez a un deterioro de la funcidén de
las células beta y a un incremento en la muerte de las
células beta. De manera interesahte, los procesos
degenerativos de células beta como la neogénesis vy
replicaciédn no parecen compensar la pérdida'de la masa de
células beta en diabéticos tipo II, causando de este modo
una reduccidén en la masa de células beta .total con el

tiempo. Eventualmente la aplicacién de insulina exdgena se

vuelve necesaria en los diabéticos tipo II para un control

adecuado de los niveles de glucosa en sangre.

En los diabéticos tipo I, donde las células beta
estan siendo destruidas por ataque autoinmune, han sido
contemplados tratamientos los cuales modulan el sistema
inmune y pueden- ser capaces de detener o reducir
fuertemente 1la destruccidén de 1los 1islotes (Raz et al.,

2001, Lancet 358: 1749-1753; Chatenoud et al., 2003, Nat
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Rev Immunol. 3: 123-132; Homann et al., Immunity. 2002,
3:403-415). Sin embargo, ~ debido a la regeneracidn
relativamente lenta de las células beta humanas esos
tratamientos pueden ser mas exitosos si .son combinados con
tratamientos que pueden estimular la regeneracidén de
células beta.

La diabetes es una enfermedad muy discapaéitante,
debido a que los farmacos antidiabéticos comunes hoy en dia
no controlan suficientemente bien los niveles de azlcar en
sangre para evitar completamente la ocurrencia de niveles
de azucar en sangre altos y bajos. Con frecuencia los’
niveles de azicar en sangre elevados son téxicos y producen
complicacipnes a largo plazo como por ejemplo nefropatia,
retinopatia, neuropatia y enfermedad vascular periférica.
La pérdida extensa de células beta también conduce a la
desregulacidén de la secrecidn de glucagon de las células
alfa pancredticas la cual cbntribuye a un incremento en el
riesgo de episodios hipoglicémicos peligrosos. También
existen muchos riesgos de condiciones relacionadas, como
obesidad, hipertensidn,  enfermedad cardiaca e
hiperlipidemia, de las cuales las personas con diabetes
estan sustancialmente en riesgo.

Ademas de la calidad de vida deteriorada de los
pacientes, el tratamiento de la diabetes 3% sus

complicaciones a largo plazo presentan una - encrme carga
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financiera a nuestros sistemas de salud con tendencia a
elevarse. De este modo, para el tratamiento de la diabetes
mellitus tipo I y LADA, pero también para el tratamiento de
las etapas tardias de la diabetes mellitus tipo II existe
una fuerte necesidad en la técnica de iaentificar factores
que induzcan la regeneracidén de células beta productbras de
insulina pancreatica. Esos factores podrian reestablecer 1la
funcidén normal del pancreas endocrino una vez gue su
funcidn ha sido danada o aun podrian prevenir el desarrocllo
o) progreZO de la diabetes tipo I, LADA o diabetes tipo II.

La neurturina es una proteina secretada la cual
se expresa en péncreas embridnico. La neurturina
recombinanté ha mostrado estimular la diferenciacién de
células no diferenciadas embridnicas de ratdén con células
productoras de insulina. Ademads, los ratones transgénicos
con niveles elevados de neurturina en el péncreas tienen
una masa de células beta pancredtica sustancialmente
incrementada. Sobre la base de esos déscubrimientos, ha
sido propuesto el uso de neurturina para el tratamiento de
trastornos pancreaticos como ia diabetes (véase por ejemplo
la WO 03/99318 y la WO 2005/051415, la descripcidén de ias
cuales se incorpora agqui como referencia).

La neurturina es un miembro de 1la familia de
ligandos de GDNF (GFL) comprendida de 1la 1linea celular

Glial derivada del factor neurotréfico (GDNF), Neurturina,
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Artemina y Persefina. La neurturina madura es un homodimero
con un tamano de 23.6 kDa comprendida de 102 mondmeros de
aminoacido. Cada mondémero contiene tres enlaces disulfuro
intracadena formando un nudo de <cistina. Un puente de
sulfuro adicional conecta los mondmeros.

La neurturina ya habia sido previamente propuesta
como tratamiento para enfermedades neurodegenerativas como
la enfermedad de Parkinson, Alzheimer y Huntington,
trastornos neuronales - motores, lesiones de la médula
espinal o trastornos del oido (WO 97/08196, WO 99/06064;
Akerud et al. J Neurochem. 1999; 73(1):70-78; Koeberle &
Ball Neuroscience. 2002; 110(3):555-5067; Bilak et al. Mol
Cell Neurosci. 1999; 13(5):326-336; Perez-Navarro et al.
Neuroscience. 2000; 98(1):89-96; Rosenblad et al, Eur J
Neurosci. 1999; 11 (5): 1554—1566, las descripciones de las
cuales se incorporan agui como‘referencia).

Se ha . encontrado, sin embargo, que tras la
liberacién mejorada por conveccién (CED) en cerebros de
rata, el volumen de distribucidén de la neurturina y el
factor relacionado GDNF fue limitada (Hamilton et al., Exp
Neurol. 2001 ; 168(1);155—161). Las proteinas deben
tipicamente ser administradas por inyeccidn. Después de la
inyeccién, 1la mayoria de las proteinas son eliminadas
rapidamente del cuerpo, necesitando inyecciones frecuentes.

En nuestros estudios, hemos encontrado que la
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biodisponibilidad después de 1la inyeccidén subcutdnea e

intravenosa de la neurturina es mamiferos es baja. Solo

o\

aprdximadamente 10% de  1la neurturina inyectada
subcutdneamente entre a la circulacidédn. En consecuencia, es‘
dificil alcanzar niveles en sangre terapéuticamente utiles
de las proteinas en pacientes.

De este modo, existe una fuerte necesidad de
desarrollar una variante de neurturina con mejor
disponibilidad en pacientes y con esto el desarrollo del

métodos para prolongar las vidas medias en circulacidén de

agentes terapéuticos de proteina en el cuerpo - la

biodisponibilidad - de modo que la neurturina como agente
activo no tenga que ser inyectada frecuentemente para
satisfacer las ‘necesidades de pacientes para farmacos
terapéuficos de proteina “amigables con el usuario”.

De este modo, el problema que subyace a Ia
presente invencidén fue proporcionar nuevas Varianfes 3%
formulaciones de neurturina que mejoren su
biodisponibilidad.

El problema es resuelto proporcionando las

modalidades caracterizadas en las reivindicaciones.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

La presente invencidén se relaciona con un

conjugado de neurturina novedoso gue comprende una porcidn
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de poliol unida covalentemente a un producto de proteina de
neurturina humana.

La presente invencidén se relaciona ademds con una
composicién farmacéutica que comprende al menos un producto
de proteina neurturina y/o un ffagmento biocldgicamente
activo de la misma, el cual se coﬁjuga a al menos una
molécula de polietilen glicol como un ingrediente activo
junto con un soporte, un diluente y/o adyuvante
farmacéuticamente aceptable.

En una modalidad més, la presente invenciéﬂ se
relaciona con un método para administrar una compdsicién
farmacéutica a un sujeto que necesite la misma, que
comprende una cantidad farmacéuticamente activa de al menos
un producto de proteina neurturina modificada o un
fragmento bioldgicamente activo de la misma, el cual se
conjuga con al menos una molécula de polietilen glicol como
un ingrediente activo junto con un soporte, diluente y/o
adyuvante farmacéuticamente aceptable.

Un aspecto mads de 1la presente 1invencién es
proporcionar el método para administrar una composicidn
farmacéutica a un sujeto gque necesite de la misma, que
comprende una cantidad farmacéuticamente activa de al menos
un producto de proteina neurturina modificada o un
fragmento bioldgicamente activo de la misma que se conjugd

a al menos una molécula de polietilen glicol como un
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ingrediente activo junto con una sustancia de bajo peso
molecular Jjunto con un soporte, diluente, y/o adyuvante
farmacéuticamente aceptable.

Las composiciones de la presente invencidén son
adecuadas para prevenir o tratar trastornos pancreéticos[
enfermedades neurodegenerativas, particularmente trastornos
autoinmunes pancreaticos, por ejemplo diabetes autoinmune

como la diabetes tipo I o LADA pero también diabetes tipo II.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencidn prdporciona conjugados de
neurturina gque comprenden porciones de poliol unidas
covalentemente como el polietilen glicol (PEG), asi como
composiciones farmacéuticas que comprenden esos conjugados
de neurturina asi como Variantes, derivados o fragmenﬁos
bioldégicamente activos de la misma.

A menos gue se proporcionen definiciones
especificas, la nomenclatura utilizada en relacidén con, vy
los procedimientos, técnicas y métodos de laboratorio
descritos aquli son aquéllos conocidos en la técnica a la
cual pertenecen. Los simbolos vy abreviaciones quimicas
estdndar se usan de manera intercambiable con los nombres.
completos representados por esos simbolos. Las técnicas
estandar pueden ser usadas para sintesis quimica, andlisis

guimico, preparacidn, composicidn, distribucidn y
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tratamiento farmacéutico de los pacientes. Pueden ser
usadas técnicas estandar para la metodologia de ADN
recombinante, sintesis de oligonucledtidos, cultivo tisular
y similares. Las reacciones vy técnicaé de purificacidén
pueden ser efectuadas por ejemplo, usando equipos de
acuerdo a 1las especificaciones de 1los fabricantes, como
cominmente se efectiua en la técnica o como se describe
aqui. Las técnicas vy procedimientos anteriores pueden ser
detectados de manera general de acuerdo con métodos
convencionales bien conocidos en la técnica y como se
describe en varias referencias generales o mé&s especificas
que se citan o describen a través de la Dpresente
especificacidn.

El término “andlogo” se refiere a un polipéptido

‘el cual se asemeja a la neurturina en una estructura,

teniendo una funcidédn similar.

El término “bioldégicamente activo” o “actividad
bioldégica” como se usa aqui, significa que el producto de
neurturina induce y/o estimula la diferenciacidén de células
productoras de insulina a partir de sus progenitoras, por
ejemplo, células no diferenciadas, y/0  promueve la
proteccién, sobrevivencia o) regeneracion de células
productoras de insulina, por ejemplo células beta in vivo o
in vitro. La actividad bioldégica en vlos productos de

proteina neurturina modificada como se describe aquil puede
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ser facilmente determinada en ensayos 1in vitro estandar
como se describe en la determinacién de la actividad de
GDNF, descrita en la WO 93/061l1l6 y en la Solicitud de
Patente Estadounidense No. 08/535,681 o como se describe en
los presentes Ejemplos.

bomo se utiliza aqui, "fragmentos" de neurturina
se refieren a porciones de neurturina gue son generadas por
cualquier método, incluyendo pero sin limitarse a la
digestidén enzimdtica y escisidén quimica (por ejemplo CNBr)
de neurturina y reparticién fisica del polipéptido. Los
fragmentos de neurturina también se pueden ser generados,
por ejemplo, por tecnologia de ADN recombinante vy por
sintesis de aminoé&cidos.

Como "fragmento activof o "fragmento .
biolégicamente activo” de neurturina como se utiliza en la
presente invencidn se refiere a cualquier fragmento o un
precursor de la cadena polipeptidica de neurturina, solo o
en combinacidén con moléculés relacionadas o residuos unidos
a éste, por ejemplo, residuos de azucares o fosfatos, o
agregados de la molécula polipeptidica cuando  los
fragmentos o precursores muestran la misma actividad
bioldgica de la neurturina. El término "fragmento
biclégicamente activo"” también  se relaciona c¢con un
fragmento de un producto neurturina el cual induce y/o

estimula la diferenciacidén de las células productoras de
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insulina a partir de progenitoras, por ejemplo, células no
diferenciadas, y/o promueve la proteccidn, sobrevivencia o
regeneracidén de células productoras de insulina, por
ejemplo células beta in vivo o 1in Vifro. La actividad
bioldégica de un fragmento de los productos de proteina
neurturina modificada como se describe aquili pueden ser
determinada fécilmente ensayos in vitro estéandar, como se
describe para la determinacidén de 1la actividad GDNF,
descrito en la WO 93/06116 y en la Solicitud de Patente
Estadounidense No. 08/535,681 o descrité en los ejemplos de
la presente.

El término "homélogo" es usado aqui para
referirse a un polipéptido relacionado con la neurturina
por descender de una secuencia'deiproteina ancestral comln.
El término, hombélogo, puede aplicarse a lé'relacién entre
proteinas separadas por el evento de dupiicacién genética.

El término "sustancia de bajo peso molecular" se
refiere a un sustrato con un peso molecular promédio‘de
entre 100 y 12000 Da, preferentemente de entre 200 y 8000
Da y més preferiblemente de aproximadamente 500 y 7000 Da.

La sustancia de bajo peso molecular puede ser un
polimero polianiénico que sea natural o sintético y que
contiene una pluralidad de grupos anidénicos como grupos
carboxilato y/0 sulfato. Por ejemplo, el polimero

polianiénico puede ser seleccionado de sacaridos sulfatados
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de bajo peso molecular, ciclodextrinas sulfatadas, o)
polimeros sintéticos sulfatados, como polimeros de
acrilico, polimeros aromaticos, vy/o polialcoholes. De
manera mas particular, el polimero polianiénigo'l es
seleccionado 'de heparinas de bajo peso molecular o)
derivados heparina, sulfatos de heparina, sulfatos de
condroitina, sulfatos dextran, oligosacaridos derivados de
heparina modificados quimicamente (lista de Wang et al.
(2002), supra), oligosacaridos similares a la heparina,
sulfatos de dextran, glicosaminoglicanos de bajo peso
molecular . sulfatados, dextrin—Z—sulfatos, sulfatos de
celulosa y de polimeros de sulfonato  de naftaleno (por
ejemplo, PRO 2000), PAVAS (un copolimero de acido acrilico

con alcohol sulfato de vinilo), el polimero sulfonado PAMPS

[&cido poli(2-acril-amido-2-metil-1-propansulfdnico] (Mw
por ejemplo, aproximadamente 7000 - 12000), sulfatos de
condroitina, ciclodextrinas sulfatadas, sulfato de

laminarina (Alban, S. in Carbohydrates in Drug Design (Ed.
Zj. Witczak, K.A. Nieforth) Dekker, New York, 1997, pp
209.), sulfatos de poliglicerina (Turk, H., Haag, R.,
Alban, S. Bioconjugate Chem. 2004, 15, 162;), polisulfatos
de pentosan (PPS) -y derivados de los mismos como
polisulfatos de pentosan modificados c¢on lactosa, PPS
fraccionado/PPS de Dbajo peso molecular, fucoidan, e}

derivados o combinaciones de los mismos.
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Los analogos de heparina de bajo peso molecular
(LMWH) como la Enoxaparina, Dalteparina o Frégmina son
ejemplos preferidos de polimeros adecuados. Ellos son
obtenidos por fraccionacidén y/o digestién limitada
enzimdtica o quimica de Theparina, vy tienen un peso
molecular promedio preferido de aproximadamente 3000 hasta
aproximadamente 7000 Dalton (Weitz 1997 supra).

El" término "producto de proteina neurturina
modificada” como se usa aqul se relaciona con un conjugado
de proteina neurturina modificada quimicamente, asi como un
conjugado expresado en la célula gque comprende una fraccidén
de poliol unida covalentemente.

Los conjugados de neurturina modificados
quimicamehte pueden ser preparados por un experto en la
técnica dada la discusidén de la presente o por cualquiera .
de los métodos conocidos en la técnica.

La fraccidén de poliol del conjugado de neurturina
de la invencidén puede ser cualquier poii(éxido de
alguileno) mono o bifuncional soluble en agua que tenga una
cadena lineal o ramificada. Tipicamente, el poliol es un
poli(algquilen glicol), como el poli(etilénglicol) .(PEG).
Sin embargo, aquellos expertos en la técnica reconoceréan
que pueden ser usados de manera adecuada otros polioles,
como, por ejemplo, poli(propilenglicol) y copolimeros de

polietilen glicol y polipropilen glicol. Otros conjugados
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de neurturina pueden ser preparados acoplando neurturina a
un polimero soluble en agua. Una lista no limitante de esos
polimeros incluyen otros homopolimeros de 6xido
polialquileno como los -polipropilen glicoles, polioles
oxietilenados, copolimeros de los mismos y copolimeros de
blogques de los mismos. Como una alternativé los polimeros
basados en 6xido de polialquileno, los materiales
efectivamente no antigénicos como el dextran, polivinil
pirrolidonas, poliacrilamidas, alcoholes polivinilicos,
polimeros basados en carbochidratos y‘similares pueden ser
utilizados.

Los conjugados de proteina también pueden ser
expresados en las células eucariotas o procariotas, bien
conocido en la técnica.

El término "conjugado de neurturina” se relaciona
con un producto de proteina neurturina que comprende una
fracciédn de. poliol como el polietilenglicol unido
covalentemente a un aminodcido de neurturina. El aminoacido
puede ser especifico del ciclo en el aminoacido N-terminal
o en cualquier otro aminodcido. Los conjugados de PEG
pueden contener una o mas moléculas PEG unidas
covalentemente a cualquier sitio adecuado de la molécula de
proteina neurturina.

El férmino "producto de proteina neurturina’,

"producto de neurturina”, "proteina neurturina"” o)



10

15

20

25

15 1y
"neurturina", que se utilizan de manera intercambiable
aqui, se relacionan con una proteina o péptido que tiene un
grado de identidad con producto bioldgicamente actin de
neurturina humana que da como resultado de la escisidén del
precursor neurturina que tiene la secuencia de aminoacidos
publicada como Numero de Acceso del GenBank NP 004549 (SEQ
ID NO: 1, Fig. 3) o el pfecursor de neurturina humana en
si, que es superior al 70%, preferiblemente en exceso del
80%, mas 'preferiblemente un exceso del 90% y mas
preferiblemente un exceso del 95%, variantes o derivados de
los mismos. El grado de identidad entre‘ la proteina de
ratén‘y humana es de aproximadamente 91%, y se contempld
que las proteinas de neurturina de mamifero preferidas
tendrdn un alto grado de similitud de identidad. E1

porcentaje de identidad de un producto de neurturina y la

proteina neurturina humana o un precursor puede  ser

determinado de acuerdo a procedimientos estandar, por
ejemplo, mediante el algoritmo BLAST. Preferentemente, el
porcentaje de identidad se calcula como el porcentaje de
aminoacidos residuales encontrados en la mas pequefla de dos
secuencias que se alinean con aminoacidos residuéles
idénticos en la secuencia que esté siendo comparada. Cuando
pretenden ser introducidos cuatro espacios en la longitud
de 100 aminoacidos parta ayudar a esa‘alineécién.

El término "ortdlogo™ se relaciona con
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polipéptidos en diferentes especies que evolucionaron de un
gen ancestral comin por especificacién. Los ortdlogos
conservan la misma funcidén en el curso de la evolucién.

El término '"polietilen glicol™ o "PEG" se
relaciona con el PEG en si, asi como derivados del mismo.
El PEG polimérico esvusado como metoxi-PEG-0OH, (m-PEG), en
el cual un término es el grupo metoxi relativamente inerte,
mientras que el otro término es un grupo hidroxilo que esté
sujeto a modificacién quimica. Los PEG ramificados estén
también en uso comun. El1 numero de brazos ramificantes (m)
puede variar de tres a cien o més. Los grupos hidroxilo son
sometidos ademéds a modificacién quimica. Otra forma
ramificada, como la descrita en la Solicitud de Patente PCT
WO 96/21469, tiene un solo término qﬁe es objeto de
modificacién gquimica. Otra forma ramificada mas, tiene
grupos reactivos; coﬁo carboxilo, a 1o largo del esqueleto
del PEG mas que al final de las cadenas de PEG. Ademas de
esas formas de PEG, el polimero también puede ser preparado
con enlaces débiles o degradables en el esqueleté. Por
ejemplo, Harris ha mostrado en la Solicitud de Patente‘
Estadounidense No. de Serie 06/026,716, la cual se
incorpora aqui cémo referencia en su totalidad, que el PEG
se puede ser preparado con enlaces éster en el-esqueleto
polimérico que son objetd de hidrélisis. Esta hidrdlisis da

como resultado la escisidén del polimero en fragmentos de
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peso molecular mas bajo.b Los copolimeros de ©6xido de
etileno Y 6xido de propileno estan e;trechamente
relacionados coﬁ el PEG en.su quimica, y pueden ser.usados
en lugar del PEG en muchas de sus aplicaciones.

El término "PEGilacidén" comprende la unidn
covalente de una molécula de polietilen glicol a un
sustrato, el cual puede ser una proteina. La PEGilacidén de
proteinas es ampliamente conocida en el estado de la
técnica y ha sido revisada por, por ejemplo, Veronese, F.
M., Biomaterials 22 (2001) 405-417. El PEG puede ser ligado
usando diferentes grupos funcionales y polietilen glicoles
con distinto peso molecular, PEG lineales y ramificados,
asi como diferentes grupos de enlace (véase también
Francis, G. E., et al., Int. J. Hematol. 68 (1998) 1-18;
Delgado, Cl et al., Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Systems 9
(1992 (249-304). |

La PEGilacién puede ser efectuada en una solucién
acuosa con réactivos de PEGilacién como se describe, por
ejemplo, en la WO 00/44785, preferiblemente usando
moléculas de PEG linealeé o ramificadas activadas con NHS
de un peso molecular de entre 5 y 40 kDa. La PEGilaciédn
también puede ser efectuada en fase sdélida de acuerdo con
Lu, Y. et al., Reactive Polymers 22 (1994) 221-229.

La PEGilacién selectiva en el aminoacido N-

terminal puede ser efectuada de acuerdo con Felix, A.M., et
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al., ACS Symp. Ser 680 (Poly(ethylene glycol)) (1997) 218-
238. La PEGilacién N-terminal selectiva es lbgrada durante
la sintesis en fase sdélida por acoplamiento de un derivado
de aminoidcido N-PEGilado al aminodcido N-terminal de 1la
cadena peptidica. La PEGilacién de la cadena lateral se
realiza durante la sintesis de fase séiida por acoplamiento
de derivados del aminodcido N-PEGilados a la cadena en
crecimiento. La PEGilacidén de la cadena lateral y el N-
terminal combinados es procesada como se describid
anteriormente con la sintesis en fase sélida o por sintesis
en fase de solucidén aplicando reactivos de PEG activados al
péptido desprotegido en el amino.

Los derivados de PEG adecuados son moléculas de
PEG activadaé con un peso molecular promedio preferido de
aproximadamente 5 hasta aproximadamente 40 kDa, de manera
mas preferible de aproximadamente 20 hasta éproximadamente
40 kDa, y de manera mas preferible de aproximadamente 30
kDa. Los derivados de PEG puede ser PEG lineales o
ramificados.

Los derivados de PEG activados son conocidos en
la técnica y se describen, por ejemplo, en Morpurgo, M., et
al., J. Bioconj. Chem. 7 (1996) 363-368, para PEG-
vinilsulfona. Las especies de PEG de cadena lineal y cadena
ramificada especies son adecuadas para la preparacién de

fragmentos PEGilados. Los ejemplos de reactivos de PEG



® ? )

10

15

20

25

r B

reactivados son yodo-acetil-metoxi-PEG y metoxi-PEG-
vinilsulfona (m es un entero de preferencia de
aproximadamente 450 hasta aproximadamente 900 y R es
algquilo inferior, lineal o ramificado, que tiene de uno a
seis &tomos de carbono como el metilo, etilo, isopropilo,
etc., de.los cuales se prefiere de metilo.

Como se utiliza aqui, el término "PEG" o "porcidn
de PEG" pretenden incluir, pero no se limita a, PEG lineal
o ramificado, metoxi PEG, PEG degradable hidrolitica o
enzimaticamente, PEG colgante, PEG dendrimero, copolimeros
de PEG y uno o mas polioles, y copolimeros de PEG y PLGA
(poli (écido‘léctico/glicélico)).

El término "neurturina PEGilada" o '"neurturina
modificada por" “PEGilacidén” o “conjugado de neurturina que
comprende una porcidén de polietilen glicol” se relaciona
con un producto de proteina neurturina producido por un
ﬁétodo por el cual una porcidén de PEG se une covalentemente
para formar estas proteinas PEGiladas.

El término "soporte, diluente y/o adyuvante
farmacéuticamente aceptable” se relaciona con uno y mas
compuestos farmacéutico y fisioldgicamente aceptables, como
excipientes y auxiliares, lo cual facilita el procesamiento
de los ingredientes activos en preparaciones, las cuales
pueden ser usadas farmacéuticamente. Los detalles se pueden-

encontrar en la Ultima edicidén de Remington's Pharmaceutical
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Sciences - (Maack Publishing Co., Easton,Pa.).

El término "productos de proteina neurturina de
control no modificado"™ se relaciona con un producto de
proteina neurturina del mismo origen que el producto de
proteina neurturina modificada correlacionada gque se usa
como control.

El término '"variante" como se usa aqui se
relaciona con una variante polinucleotidica que puede
contener una o© mé&s sustituciones, adiciones, supresiones
y/o inserciones, comc se describe més adelante, con
relacién con un polipéptido nativo. El1 término "variante"
también abarca polipéptidos homdélogos de origen xenogénico.
Por 1lo general, una variante de neurturina mantiene la
actividad biocldégica vya sea completamente, una proporcidn
sustancial de la misma, o al menos parcialmente, como,
por ejemplo, se puede determinar usando un ensayo

especifico como se describe méds adelante. El1 término

"variante”™ como se usa agqui también abarca la neurturina

. gue fue modificada mediante la alteracidén de las

secuencias de proteinas por sustituciones, adiciones o
supresiones proporcionando moléculas funcionalmente
equivalente, como es bien sabido en la técnica. La ultima
incluye secuencias alteradas en las cuales aminoacidos
residuales funcionalmente equivalentes son sustituidos por

los residuos dentro de la secuencia dando como resultado el
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intercambio bioldgicamente silencioso.

Las variantes de neurturina se preparan
introduciendo cambios nucleotidicos apropiados en el ADN
que codifica para el polipéptido o por sintesis quimica in
vitro del polipéptido deseado. Serd apreciado por aquellos
expertos en la técnica gque pueden hacerse supresiones,
inserciones y sustituciones, dando como resultado una
variante producto de la proteina que presenta actividad
bioldégica de neurturina.

Las técnicas de mutagénesis como de sustituciédn,
insercién o) supresidn de uno o) mas aminodcidos
seleccionados son bien conocidas por agquellos expertos en
la técnica (por ejemplo, Patente FEstadounidense No.
4,518,584, la descripcidén de -la cual se incorpora por lo
tanto aqui como referencia.)

En una modalidad preferida, son introducidos
cambios de amincdcidos en la regidén entre los aminoacidos
47-69, preferiblemente 51—65, de la neurturina humana

madura (aminodcidos 141-164, preferiblemente 147-160, como

Sse muestra en la Figura 3). Esos cambios de aminodcidos

pueden comprender al menos una sﬁpresién o sustitucidn de
un residuo de argiﬁina en esta regidn, por ejemplo, los
residuos de arginina 51, 52, 54, 56, 57, 58, 60, 61 y/o 65.
Los preferidos. son  sustituciones de arginina por

aminoadcidos neutros o &acidos, por ejemplo, glicina, serina,
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alanina, aspartato o glutamato. Especialmente preferida es
una sustitucidén por el glutamato, por ejemplo, R51E, R52E,
R54E, R56E, R57E, R58E, R60E, R61E y R65E o una variante de
neurturina que comprende al menos 2 de esas sustituciones.

De manera alternativa vy/o adicionalmente un
aminodcido residual de neurturina, por ejemplo, en la
regidén indicada anteriormente, en particular un residuo de
arginina, puede ser sustituido por la lisina para facilitar
el acoplamientoc a grupos poliol. Puesto que no existe
lisina en neurturina humana madura, ese cambio permite 1la
modificacién especifica del sitio «con grupos poliol.
Especificamente preferida es una sustitucidén por la lisina
en ia regidén antes indicada, por ejemplo, R51K, R52K, R54K,
R56K, R57K, R58K, R60K, R61K y R6LK o una variante de
neurturina que comprende al menos‘Z de esas sustituciones.

Las variantes de suétitucién de neurturina tienen
al menos un aminoacido residual de -la secuencia de
aminoécidos de la neurturina humana o de ratdén removido vy
un residuo diferente insertado en su lugar. Esas variantes
de sustitucidn incluyen variantes alélicas, las cuales se
caracterizan por cambios en la secuencia nucleotidica
natural en la relacidén de especies que pueden o no dar como
resultado un cambio en la secuencia de aminoacidos.

De manera sorprendente, se ha encontrado por los

inventores de la presente que una composicidén farmacéutica
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como la descrita tiene una mayor Dbiodisponibilidad de su
ingrediente activo, la neurturina conjugada y/o fragmento
biolbégicamente activo de la misma, en comparacidn con una
composicidén farmacéutica que no comprende neurturina
conjugada. La invencidén demuestra que la conjugacidén de la
proteina neurturina con un poliol como el PEG mejora
significati?amente la vida media en suero y
biodisponibilidad de un producto de neurturina. La mejora
de la biodisponibilidad de un producto de neurturina a su
vez puede reducir la acumulacidén o procesamiento del agente
en el sitio de la inyeccién si se aplica subcutaneamente y
gue puede mejorar la tolerancia local de esta manera.

La presente invencidén proporciona el método de
aplicacién devlos conjugados de neurturina de la invencién
como agentes acfivos a pacientes en una dosis mucho menor
en comparacidén con la neurturina de control no modificada
para tener un efecto terapéutico. Esto cumple coﬁ la
necesidad de “agentes terapéuticos de proteina amigables
con el usuario” y también puede dar como resultado costos
de produccién mas bajo del agente activo y/o la composicién
farmacéutica.

Los conjugados de 1la neurturina de la presente
también tienen una mayor solubilidad en soluciones acuosas
en comparacién con la neurturina no modificada, lo cual

puede dar como resultado una simplificacién de 1la
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formulacidén del agente activo.

Como una ventaja mas, el acoplamiento de polioles
como el PEG a la neurturina puede reducir la
inmunogenicidad a la neurturina y por lo tanto la formacién
de anticuerpos neutralizantes o reacciones alérgicas contré
el agente activo.

Preferiblemente, el producto de proteina
neurturina de 1la presente invencidédn es una neurturina
humana o un fragmento biolégicamente activo de la misma.
Los productos de proteina neurturina son producidos
preferiblemente via técnicas recombinantes debido a que
esos métodos son capaces de lograr grandes cantidades de
proteina con una gran pureza y no se limitan a productos
expresados en sistemas celulares, de Dbacterias, plantas,
mamiferos o insectos.

Los productos de proteina neurturina recombinante
incluyen formas glicosiladas y no glicosiladaé de la
proteina. En general las técnicas recombinantes implican el
aislamiento de los genes que codifican para un producto de
proteina neurturina, clonacién del gen en un vector y/o
tipo de «célula adecuada, modificacién del gen si es
necesario para codificar para una variante deseada, vy
expresar el gen para producir el producto de proteina
neurturina.

De manera alternativa, puede ser sintetizada
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guimicamente una secuencia nucleotidica que codifique para
el - producto de neurturina deseado. Se contempldé que un
producto de neurturina puede ser expresado usando
secuencias nucleotidicas que varien en el uso del bcodén
debido a la degeneracidén del cédigo genético o variaciones
alélicas o alteraciones hechas para facilitar la produccidn
del producto de proteina por la célula seleccionada.

Kotzbauer et al., Nature 384:467-470, describe la
identificacién de un ADNc de ratén vy secuencias de
aminoacidos y un ADNc humano y secuencias de aminodcidos
para una proteina neurturina, identificada aqui como SEQ ID NO:1.

Los productos de neurturina de acuerdo con la
presente invencidén pueden ser aislados o generados por una
variedad de medios. Métodos ejemplares para producir
productos de neurturina estan descritos en la solicitud de
patente WO 97/08196, 1la cual se 1incorpora aqui como
referencia. También se describen una variedad de vectores,
células anfitrionas, condiciones de crecimiento en cultivo
para la expresién de la proteina neurturina, asi como
métodos para sintetizar varios productos de proteina
neufturina. Los vectores adicionales adecuados para la
expresién de producto de proteina neurturina en E. coli son
descritos en la Patente No. EP 0 423 980, la descripcidn de
la cual se incorpora aqui como referencia.

La forma bioldégicamente activa de 1la proteina
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neurturina es un dimero unido por enlaces disuifuro, lo
cual puede ser determinado por el peso moleculaf de 1la
neurturina modificada. E1 Hhterial aislado después de la
expresién en el sistema bacteriano es en esencia

bioldgicamente inactivo, y existe como un mondémero. Es

necesario el repliegue para producir el dimero unido por

enlaces disulfuro biolégicamente activo. Los ©procesos
adecuados en el replieque y maduracidén de la neurturina
expresada en sistemas Dbacterianos son sustancialmente
similares a aquélloé descritos en la WO 93/061l6. Los
enéayos estandar 1in vitro para la determinacidén de la
actividad de la neurturina son también esencialmente
similares a aquéllos que determinan la actividad GDNF como
se describe eﬁ la WO 93/06116 vy la Solicitud de Patente
Estadounidense No. 08/535,681, y por lo tanto se incorporan
agui como referencia. |

La unidn covalente. entre el polimero
biodegradable, inerte, no téxico, polietilen glicol (PEG),
también conocido como éxido de polietileno (PEO), a la
neurturina tiene aplicaciones importantes en biotecnologia
y medicina. La PEGilacidén de .la neurturina da como
resultado una mejor farmacocinética lo cual también da como

resultado una duracidén sostenida, mejor seguridad (es

. decir, menos toxicidad, inmunogenicidad y antigenicidad),

incremento de la eficacia, disminucidén de la frecuencia de
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dosificacidén, mejor solubilidad y estabilidad del f&rmaco,

27

reduccién de la protedlisis, vy facilita la liberacién
controlada del farmaco.

La presente invencidén contempla el uso de
productos de proteina neurturina, por ejemplo los derivados
gque son neurturinas expresadas por procariotes, o variantes
de las mismas, ligadas al menos a una molécula de
polietilen glicol, asi como el wuso de neurturina, o
variantes de la misma, unida a una o mas moléculas de
polietilen glicol, via un enlace acilo o alquilo. ILa
PEGilacidén puede ser llevada a cabo por cualquiera de las
reacciones de pegilacidén conocidas en la técnica. Véase,
por ejemplo: Enfoque sobre los Factdres de Crecimiento,
3(2):4-10, 1992; EP 0 154 316, la descripcidén de la cual se
incorpora aqui como referencia; EP 0 401 384; y las otras
publigaciones citadas aqui que se relacionan con la
PEGilacidén.

La composicién farmacéutica de la presente
invencidén tiene una mayor biodisponibilidad del ingrediente
activo en un manmifero, por ejemplo, un humano, en
comparacidén con una composicidén farmacéutica la cual no
contiene la neurturina PEGilada (véase la Figuras 2A y 2B).
Preferiblemente, 1la neurturina PEGilada esté presente en
una cantidad para proporcionar un incremento de al menos 2

veces, preferiblemente al menos 5 veces y de manera mas
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preferible al menos 10 veces en la biodisponibilidad del
ingrediente activo.

El incremento de la biodisponibilidad puede estar
determinado como se muestra en los Ejemplos de la presente
solicitud. De manera méas particular, una composicién que
contiene el ingrediente activo en una cantidad o dosis dada en
comparacién con una composicién farmacéutica que contiene el
ingrediente activo en la misma dosis pero sin PEGilaciédn.
La Dbiodisponibilidad de ambas composiciones puede ser
determinada de la concentracidén en plasma después del la
administracién subcutdnea a animales de experimentaéién,
por ejemplo, ratones. De manera mas preferible, la
concentracién en plasma es medida durante un periodo de
tiempo de al menos 120 min, preferiblemente de 240 min y de
manera mas preferible de 24 h (véase las Figuras 2A y 2B).

La composicién farmacéutica de la | presente
invencidén puede ser adaptada para su administracidén por
cualquier ruta efectiva, por ejemplo por las rutas de
administracién oral, nasal, rectal, pulmonar, tépica,
transdérmica o parenteral. De este modo, la composicidn

puede ser una composicién sdlida o liquida, por ejemplo,

una tableta, capsula, polvo, crema, gel, ungtiento,
soluciédn, emulsidn, suspensiodn, liofilizado, etc.
Preferiblemente, sin embargo, la composicién es

administrada por inyeccién o infusidén, de manera méas

Qe
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preferible por inyeccién, por ejemplo, por inyeccidn
subcutdnea o intravenosa. La composicién farmacéutica es
preferiblemente una solucidén acuosa.

Ademés el ingrediente activo y opcionalmente una
sustancia de bajo peso molecular como un polimero
polianidnico, la composicién farmacéutica puede comprender
un soporte, un diluénte y/o adyuvante farmacéuticamente
aceptable, como amortiguadorés, agentes para ajustar
tonicidad, estabilizadores, cargas, desintegrantes,
espesantes, etc.

La composicidn farmacéutica contiene el
ingrediente activo en una cantidad o dosis terapéuticamente
efectiva. La dosis terapéuticamente efectiva depende del
tipo del ingrediente activo, el tipo y la variedad de la
enfermedad a ser tratada y el tipo de administracidn. Para
composiciones parenterales gue contienen vneurturina como
ingrediente activo, la dosis terapéuticamente efectiva esta
preferiblemente en el intervalo de aproximadamente 0.001 mg
a 500 mg, de manera mas preferible de aproximadamente 0.05
hasta aproximadamente 100 mg, aﬁﬁ maés preferible de
aproximadamente 0.01 hasta aproximadamente 5 mg por dia.

La composicidén es administrada preferiblemente a
un mamifero, particularmente un humano. De este modo, la
composicién es adecuada para medicina veterinaria y humana.

La composicién es particularmente adecuada para la
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prevencién y/o tratamiento de trastornos neurodegenerativos
© pancreaticos, particularmente tréstornos autoinmunes
pancredticos como la diabetes tipo I y LADA, o diabetes
tipo IT.

El conjugédo de neurturina como se describe aqui
puede ser administrado por cualesquier medios adecuédos,
preferiblemente enteral o ©parenteral o tépicamente de
manera directa al péancreas, como es sabido por aquellos
expertos en la técnica. La éosis especifica puede ser
calculada de acuerdo a consideraciones de peso corporal,
drea de superficie corporal o tamafio del ©6rgano. La
refinacidén adicional de los célculos necesarios para
determinar la dosis apropiada para el tratamiento e implica
cada una de las composiciones mencionadas anteriormente es
efectuada de manera rutinaria por aquellos expertos en la
técnica y estd dentro del ambito de las tareas efectuadas
de manera rutinaria. Las dosis apropiadas pueden ser
determinadas a través del uso de ensayos establecidos para
determinar las dosis utilizadas en conjunto con los datos
de dosis-respuesta apropiados. E1 régimen de dosis final
implicado en un método para tratar las condiciones
descritas anteriormente serd determinado por el médico que
preste la atencidén, considerando varios factores que
modifiquen la accidén de los farmacos, por ejemplo, la edad,

condicién, peso corporal, sexo y dieta del paciente, la

5
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severidad de cualquier infeccidn, tiempo de administracién
y otros factores «clinicos. A medida que se conduzcan
estudios, emergerd mayor informacién con respecto a los
niveles de dosis apropiada para el tratamiento de varias
enfermedades y condiciones.

Se contempld que la administracidn continua o
liberacidén sostenida de un conjugado de neurturina como se
describe aqui puede ser ventajosa para un tratamiento dado.
Aungue la administracidén continua puede ser efectuada'via
medios mecanicos, como con una. bomba de infusién, se.
contempléd que pueden ser practicados otros modos de
administracién continua o casi continua. Por ejemplo, 1la
derivacién o encapsulacidén gquimica pueden dar como
resultado formas de liberacidén sostenida de la proteina que
tienen el efecto de la presencia continua, en cantidades
precisas, sobre la base de un régimen de dosis determinado.
De este modo, los productos de proteina neurturina ihcluyen
proteinas derivadas o de otro modo formuladas para efectuar
esa édministracién continua.

En una modalidad mé&s preferida, el conjugado de
neurturina puede ser proporcionado directamente al
progenitor, por ejemplo células no diferenciadas para
estimular la diferenciacidén de células productoras de
insulina in vitro o in vivo. En esta modalidad de la

invencidén, el conjugado de neurturina puede ser agregado de
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manera preferible a concentraciones entre 0.1 ng/ml y 500
ng/ml, de manera mds preferible entre 1 ng/ml y 100 ng/ml,
de manéra aun mas preferible entre 20 y 80 ng/ml y de
manera mas preferible 50 ng/ml.

" E1 conjugado de neurturina como se describe aqui

puede ser wusado en una monoterapia o una terapia de

- combinacidén con otros agentes farmacéuticos. Por ejemplo,

puede ser administrado junto con otros agentes
farmacéuticos adecuados para el tratamiento o prevencidn de
enfermedades pancreaticas y/o obesidad y/o sindrome
metabdlico, particularmente con otros agentes farmacéuticos
adecuados para estimular vy/o inducir la diferenciacién de
células productoras de insulina de células progenitoras.
Ademés, puede ser usado junto con agentes farmacéuticos que
tengan una actividad inmunosupresora, como por ejemplo
anticuerpos, polipéptidos vy/o sustancias de bajo peso
molecular peptidicas o no peptidicas como se describe en la
WO 2005/51415.

Una modalidad mas de la presente invencidén es una
variante de 1la neurturina humana que comprende al menos
uno, por ejemplo 1,2,3 o 4 cambios de aminoadcidos en
comparacién con la neurturina humana natural. La variante
de la neurturina humana puede tener una O mas
sustituciones, adiciones, supresiones y/o inserciones, Como

se describe con detalle méas arriba, en relacidén al
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polipéptido humano nativo. Las variantes de neurturinas
pueden ser preparadas como se describid anteriormente.

En una modalidad ©preferida, estdn presentes
cambios de aminodcidos en la regidén entre los aminodcidos
47-69, preferiblemente 51-65 de neurturina huména madura
(aminoacidos 141-164, preferiblemente 147-160 como  se
muestra eﬁ la Figura 3). Esos cambios de amincécidos pueden
comprender al menos una supresidén o sustitucidén de un
residuo de arginina en esta regidén. Por ejemplo los
residuos de arginina 51, 52, 54, 5¢, 57, 58, 60, 61 y/o 65.
Las preferidas son sustituciones de arginina por
aminodcidos neutros o acidos, por ejemplo, glicina, serina,
alanina, aspartato o glutamato. Especialmente preferida es
una sustitucién por glutamato, por ejemplo, R5O1E, R52E,
R54E, R56E, R57E, R58E, R60E, R61E y R6LE, o una variante
de neurturina que <comprende al menos dos de esas
sustituciones.

También son preferidas las» variantes de la
neurturina humana, donde de manera alternativa y/o
adicional un aminodcido residual, por ejemplo, en la regidn
indicada anteriormente, particularmente un residuo de
arginina, es sustituido por 1lisina. Por 1lo tanto, es
facilitado el acoplamiento especifico al sitio de 1la
variante de neurturina a grupos poliol. Especificamente

preferidos una sustitucién por lisina en la regidén indicada
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anteriormente, por ejemplo, R51K, R52K, R54K, R56K, R57K,
R58K, R6OK, R61K y R65K o una variante de neurturiné que
comprende al menos 2 de estas sustituciones.

Las variantes de sustitucidén 'de neurturina de
acuerdo con la presente invencidén tienen al menos un
aminoécidd residual de la secuencia de aminodcidos de 1la
neurturina humana removido y un residuo diferente insertado
en su lugar. Esas sustitucidén incluyen variantes alélicas
las cuales se caracterizan por cambios en la secuencia
nucleotidica natural en poblaciones de especies que pueden
dar como resultado o no un cambio de aminoacido.

La presente invencidén proporciona ademds un-
método para administrar una composicién farmacéutica a un
sujeto que necesite del mismo, donde la composicidn
comprende una cantidad o dosis farmacéuticamente activa de-
al menos un producto de proteina neurturina conjugado con
al menos un poliol COomo el PEG o un fragménto
biolégicamente activo de esa neurturina conjugada como un
ingrediente activo Jjunto con un soporte, diluente y/o
adyuvante farmacéuticamente aceptable.

La invencidn proporciona también ademéds un méﬁodo
para administrar una composicién farmacéutica a un sujeto
que necesite del mismo, donde la composicidén comprende una
cantidad o dosis farmacéuticamente activa de al menos un

producto de proteina neurturina modificada o un fragmento
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bioldégicamente activo del mismo como un ingrediente activo
junto con wuna sustancia de peso molecular Jjunto con

soporte, diluente y/o adyuvante farmacéuticamente

aceptable.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Las siguientes Figuras 1A a 8B y Ejemplos
ilustran la invencién y son modalidades no limitantes de la
invencidén como se reclama més adelante. Numerosos aspecﬁos
y ventajas adicionales de la invencién se volveran
evidentes a aquellos expertos en la. técnica tras la

consideracién de la siguiente descripcidén de las Figuras.

Figuras 1A y 1B: Actividad biolégica de
neurturina PEGilada en cultivo celular.

Dosis respuesta de derivados de Neurturina (media n=3+/-
DE); (media n=4+/-DE)

La 1linea celular reportera que es sometida a
concentraciones crecientes de neurturina o conjugado de
neurturina con PEG (neurturina PEGilada). La actividad del
gen reportero resultante (unidades de 1luz relativas (RLU)

dadas sobre el eje y) fue graficada contra la concentracidn

final del agente de prueba (dada en el eje x en ng/ml;

Figuras 1A vy 1B). Fueron usados dos lotes producidos

independientemente de neurturina no modificada como
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controles experimentales (PeproTech; Lot0805112 Y
Lot0106112) vy su actividad relativa fue comparada .con
aquéllas de tres conjugados PEGilados = (mono-mPEG-NHS-
neurturina, mono-mPEG-CHO-neurturina \% mono-CES0310-
neurturina). Los valores dados son medios de al menos 3
pozos + D.E. Las CEsp calculadas de las diferentes pruebas
son: Neurturina (Lote 0805112, proteina no modificada): CEsg
= 2.2 ng/ml, neurturina (Lote 0106112, proteina no
modificada): CEsp = 1.2 ng/ml, mono-CES0310-neurturina: CEsg
= 12 ng/ml (Figura 1A), y neurturina (Lote 0106112,
proteina no modificada): CEsp = 3.8 ng/ml, mono-mPEG-NHS-
neurturina: CEsg = 9.7 ng/ml, y mono-mPEG-CHO-neurturina:

CEso = 7.4 ng/ml (Figura 1B).

Figuras 2A y 2B: Estudios farmacocinéticos (PK)
después de 1la administracién subcutanea de agentes de
prueba en ratones

Las Figuras 2A y 2B muestran la concentracidén en
plasma de neﬁrturina en ng/ml en varios puntos en el tiempo
después de la administracidén de 0.050 mg/kg de PC (Fig. 2A)
o 0.50mg/kg de PC (Fig. 2B) de neurturina o neurturina
PEGilada a ratones. Los niveles en plasma resultantes
fuerén determinados por un ensayo de ELISA de neurturina.
El punto cero en el tiempo muestra 1la sefial de fondo

promedio para la neurturina en suero de ratdédn usando este
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ensayo de ELISA. Los valores de fondo fueron calculados a
partir de valores medidos independientemente de suero de 12
(Fig. 2A)~o de 11 (Fig. 2B) ratones no tratados. Los otros
valores indicados son las medias de niveles en suero
medidos de tres animales + DE. La Figura 2A muestra datos
de PK para el conjugado de neurturina mono-NHS-neurturina
provenientes de dos experimentos independientes (mono-NHS-
neurturina Exp.l y - Exp.2). La Figura 2B muestra los datos
derivados de otro experimento més donde los ratonés fueron
tratados con 0.50 mg/kg de PC de mono-NHS-neurturina.

Para el anélisis el &area bajo la curva (ABC)
cubre todos los puntos en el tiempo medidos, el valor basal
se fijé a 0.6 ng/ml (el valor de fondo promedio en el punto
cero en el tiempo): proteina neurturina no modificada: 18.8
ng*min/ml, mono-mPEG-NHS-neurturina Expl: 409 ng*min/ml,
mono-mPEG-NHS-neurturina Exp2: 918 ng*min/ml, mono-CES0310-
neurturina: CEsg = 142 ng*min/ml (Figura 2A), y proteina
neurturina <no modificada: 324 ng*min/ml, mono-mPEG-NHS-
neurturina: 1157 ng*min/ml, y mono-mPEG-CHO-neurturina: 845
ng*min/ml (Figura 2B).

Para el analisis el 4&rea bajo la curva (ABC)
(Figuras 2A y 2B) de los niveles de neurturina en suero el
valor basal se fijé en 0.6 ng/ml de neurturina, lo cual
corresponde al nivel de fondo promedio determinado en suero

de ratones no tratados.
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Figura 3:

Secuencia de proteina de precursor de la
neurturina de acuerdo a lo publicado por el Centro Nacional.
de Informacién sobre Biotecnologia  (NCBI) (nimero de
acceso: NP 004549). La secuencia de la proteina madura que
corresponde a la forma activa bioldgica asi como

farmacolégicamente se resaltd en negrillas.

Figuras 4A y 4B:

Figura 4A. Expresién de neurturina humana vy
variantes de neurturina muténtes. El PAGE Nativo/Western-=
blot del sobrenadante concentrado de células HEK-293 que
expresa neurturina y variantes de neurturina (numeracidén de
las posiciones de acuerdo con la secuencia de la neurturina
humana madura, R: arginina, E: &cido glutdmico).

Figura 4B. ELISA de Neurturina: Curva esténdar
Representativa usando neurturina recombinénte huména

expresada de E. coli.

Figuras 5A y SB: Cuantificacién de la actividad
biolégica de la neurturina

Figura B5A. Ensayo de actividad bioldégica de
neurturina celular: Actividad del gen reportero de Tirosina
hidroxilasa estimulada por neurturina recombinante humana

exbdgena de FE.coli en concentraciones crecientes combinadas
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con concentraciones crecientes de suero.
Figura 5B. Actividad bioldégica de variantes de

neurturina (n.d.: no detectada)

Figura 6: Alineacién de las secuencias de
neurturina de diferentes especies vertebradas.

Los aminoacidos 47-69 de neurturina humana madura
muestran (la numeracidén de las posiciones de acuerdo con la
secuencia del péptido de neurturina humana madura, numero
de acceso del gen banco NP 004549, péptido maduro aa 96-
197). Las variaciones de aminodcidos diferentes de la
neurturina humana se grafican en negrillas y subrayado

(NUmeros de Acceso del GenBank entre corchetes).

Figura 7: Secuencia de ADN de un plasmido
recombinante de expresién de neurturina: Kr-G3-H6-G3-Xa-
neurturina (wt)

Kr-G3-H6-G3-Xa-neurturina (wt) clonada en vector

de ©pMA. La secuencia de ADN de la hebra sentido vy

antisentido se muestran junto con los sitios de restriccién
y la secuencia de aminodcidos resultantes de 1la regidn

codificadora.

Figuras 8A y 8B: ELISA de anticuerpo anti-

neurturina
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ELISA de anticuerpo anti-neurturina: Figura 8A:
Curva estandar usando IgG anti-neurturina, Figura 8B: Curva
estandar usando IgG/IgM anti-neurturina.

Deberé. notarse que todas las modalidades
preferidas discutidas para uno o varios aspectos de la
invencién también se relacionan con otros aspectos.

La versatilidad de la presente invencidén es

ilustrada, pero no limitada, por los siguientes Ejemplos.

EJEMPI.OS

Ejemplo 1 - PEGilacién de neurturina

Los grupos polietilenglicol (PEG) fueron
conjugados a la neurturina a través de un proceso llamado
PEGilacién. Ista tecnologia es usada ampliamente para la
modificacidédn de proteinas terapéuticas y el procedimiento
es familiar a cualquier experto en la técnica. En vla
presente invencién, los conjugados de neurturina mono
PEGilados fueron producidos enlazando una sola molécula de
PEG al aminocadcido N-terminal de uno de las dos subunidades
del homodimero. Se produjeron dos conjugados diferentes de
neurturina mono-PEGilada gue difieren en tamaﬁb Yy
estructura del PEG wunido asi como en el método de
produccidén para conjugar el PEG a la proteina. El conjugado
descrito como "mono-mPEG-NHS-neurturina" aquil fue producido

usando un reactivo de PEG lineal de aproximadamente 5 kDa
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(succinato de mPEG-succinimidilo; NOF, Japdén). Este llamado
"método de NHS" es el método més comunmente usado para la

PEGilacidén de proteinas solubles. Ademéds, se usdé un

Ipolietilen glicol butiraldehido (Nektar, 082MOHO1l) de 5 kDa

para generar el conjugado descrito como “mono-mPEG-CHO-
neurturina”. Bajo condiciones experimentales especificas
los ésteres o aldehidos de NHS reaccionan eficientementé
con grupos amino libres de proteinas y péptidos. En otro
conjugado mas descritos como “mono-CES0310-neurturina", el
aminoacido N—termihal de una cadena del homodimero de
neurturina fue conjugado con un PEG ramificado de seis

brazos de aproximadamente 5 kDa usando una metodologia de

PEGilacidén conocida en la técnica (véase, por ejemplo, pero

sin limitarse a, DE 2005 100 04 157.0, EP 1 631 545 A2; WO
04/108634; WO 07/025763; CA 2528667). La neurturina no
contiene residuos de lisina, por lo tanto se espera gue las
reacciones de PEGilacidn descritas anteriormente
principalmente PEGilacién N-terminal via los grupos amino
reactivos de los aminoacidos N-terminales del homodimero de
neurturina. La calidad (tamafio y pureza) de los productos
PEGilados fue confirmada usando la metodologia bioguimica

esténdar conocida por cualquier experto en la técnica.

Ejemplo 2 - Actividad biolégica de conjugados de

neurturina PEGilados o variantes de los mismos
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La actividad bioldégica de 1los conjugados de
neurturina fue evaluada usando un ensayo reportero basado
en células. Se determindé que tan fuertemente la neurturina
o sus conjugados PEGilados activan un plasmido recombinante
de gen reportero en una linea celﬁlar que expresa
receptores de neurturina sobre la superficie. En este
ensayo se anontré que la actividad de ambos conjugados de
neurturina PEGilados se redujo de 3 a 10 veces con relacidn
a la neurturina no modificada (Figuras 1A y 1B).

La linea celular de neuroblastoma humano TGW
(JCRB0618) gque expresa los receptores de neurturina sobre
la superficie celular fue transfectada de manera estable
con un constructo de gen reportero de neurturina. Los
constructos de gen reportero contienen un gen de luciferasa
el cual se encuentra entre otros elementos reguladores bajo
el coﬁtrol transcripcional de elementos de respuesta en
suero repetitivos (SRE). En esas células la éxpresién de
luciferasa es estimulada en respuesta a la activacién de la
via de MAPK, por ejemplo a través de la unién dé neurturina
a sus receptores de superficie. El ensayo se llevd a cabo
en placas de 96 pozos. La actividad de la luciferasa fue
medida mediante la adicién del sustrato de luciferina a los
pozos y las lecturas fueron generadas en un lector de andlisis

(Molecular Devices) operando en el modo de luminescencia.
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Ejemplo 3 - Biodipénibilidad mejorada de
conjugados de neurturina PEGilados o variantes de los
mismos

La biodisponibilidad relativa de los conjugados
PEGilados .de neurturina fue estimada con 1la ayuda de
estudios de PK en ratones (Figuras 2A y 2B). En esos
experimentos.la proteina fue inyecta subcutédneamente en la
regién del cuello de los ratones. A continuacidn, se
determiné la concentracién de neurturina en suero eﬁ los

puntos en el tiempo definido después de la entrega de 1la

proteina usando un ensayoc de ELISA especifico para la

neurturina (Figuras 2A y 2B). La sensibilidad de este

ensayo de ELISA para la neurturina fue limitada debido a

seflales de fondo relativamente altas en presencia de suero

de ratén, de acuerdo a lo detectado por el uso de suero de
ratones que nb fueron tratados con neurturina (valores del
punto cero). Después de la inyeccidén de 0.050 mg/kg de peso
corporal (PC) de neurturina no modificada,‘los niveles de
neurturina en suero no excediéron signifiéativamente este
del fondo en ningin punto en el tiempo. Por el contrario,
cuando se aplicdé la misma cantidad de neurturina PEGilada
se detectdé6 un incremento significativo de los niveles en
suero de la proteina inyectada, sin importar el tipo de
modificacién con PEG (Fig. 2A). Cuando 1la cantidad de

neurturina no modificada inyectada se incrementd 10 veces
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(0.5 mg/kg PC) la proteina fue detectada signifiéativamente
en suero en los puntos en el tiempo 60, 90, 120 y 180
minutos (Fig. 2B). La importancia de esta observacién fue
confirmada ﬁsando la prueba T y se balcularon los wvalores
de p < 0.05, También los niveles en suero de los derivados
de neurturina PEGilados dados en la dosis de 0.5 mg/kg PC
fueron pocas veces mayor que los ‘de la proteina no
modificada (Figuras 2A y 2B).

| Los conjugados de neurturina presentados aqui
demostraron consistentemente niveles en suero mas altos con
relacién a aquéllos de 1la proteina no modificada. En
conclusiédn, la PEGilacién de la neurturina mejora

significativamente la biodisponibilidad de la neurturina.

Ejemplo 4 - Variantes de neurturina
Los residuos de arginina bédsicos que se localizan
dentro del parche bédsico de neurturina (aminocacidos 51-65

de la proteina madura) fueron reemplazados por residuos de

dcido glutédmico. a. través de mutagénesis basada en PCR

dirigida al sitio. De manera breve, la secuenéia que
codifica para la neurturina humana madura con un péptido
sefial de secrecidén eucaridético N-terminal adicional fue
modificada por mutagénesis basada en PCR wutilizando
cebadores desajuste gue introducen las mutaciones deseadas:

R51E, R52E, R54E, RS56E, R57E, R58E, R60E, R61E,
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R63E o R65E

(numeracién de las posiciones de acuerdo con la
secuencia del péptido de neurturina humano maduro, el
Numero de Acceso del Genbank NP 004549, péptido maduro aa
96-197, esta secuencia también se muestra en la Figura 3;
R: arginina, E: &cido glutéamico).
Los plasmidos resultantes se purificaron y la
correccidén de la secuencia codificadora fue verificadé por
fueron

secuencias de codificacidn

clonadas via sitios de clonacién HindIII y  Xhol
flangqueantes en el vector pCDNA3.l1 + (Invitrogen Cat. No.
V790-20) para expresidn eucaridtica.

Para la expresidén eucariota, esos vectores, asi
como de control del vector vacio y el vector de expﬁesién
de GFP como control de transfeccidén fueron transfectados de
manera transitoria en células HEK-293 cultivadas en
recipientes de cultivo tisular de 175 cm® con 25 ml de
medio, cada uno. La cosecha de los medios se realizd 48
horas después de la transfeccidén y los sobrenadantes fueron
concentrados mediante el uso de columnas delultrafiltracién.

hasta aproximadamente 0.4 ml, cada uno.

La expresién de neurturina humana wt vy 1las
variantes mutantes fue controlada primero por PAGE
nativo/Western-blot utilizando -anticuerpos para-‘ la

deteccién especifica de neurturina (véase la Figura 4A).

1Y%
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expresada de E. coli.

La figura 4A muestra que la neurturina natural
humana (wt), asi como todas blas variantes de neurturiﬁa
modificada R63E fueron expresados en cantidades similares.
La masa aparente de las variantes de neurturina fluctud
entre 20 y 25 kDa de manera similar neurturina wt.

El rendimiento de 1la neurturina expresada fue
determinada por ELISA éspecifico para la neurturina. De
manera breve, se recubrid anticuerpo antineurturina de
conejos sobre micropozos para capturar la neurturina de
sobrenadantes de medios concentrados que contienen
neurturina. Después del lavado, la neurturina capturada fue
cuantificada por una lectura de luminiscencia usando
antiéuerpo anti-neurturina de cabra seguido con biotina
seguido pof el uso de estreptavidina conjugada con
peroxidasa. Se usd neurturina recombinante humana ex?resada
de E. coli para establecer una curva de estdndar (véase la
Figura 4B).

Ademés, se cuantificaron las actividades
bioldégicas de las variantes de neurturina expresadas en un
ensayo celular especifico. El principio del ensayc se basa
en los experimentosbde Tanaka et al., 2002, 2003 (Tanaka M,
Xiao H, Kiuchi K. Heparin facilitates glial cell line-

derived neurotrophic factor signal . transduction.
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Neuroreport. 2002 Oct 28;13(15):1913-6; Tanaka M, Xiao H,
Hirata Y, Kiuchi K. A rapid assay for glial cell 1line-
derived neurotrophic factor and neurturin based on
transfection of cells with tyrosine hydroxylase promoter-
luciferase construct. Brain Res Brain Res Protoc. 2003 May;
11 (2): 119-22). Que muestra la induccidén de un plésmido
recombinante de gen reportero de tirosina hidroxilasa (TH)
por neurturina expresada estable en la linea ceiular de
neuroblastoma TGW humano. Brevemente, las céiulas TGW que
sobre expresan el plasmido recombinante de gen reportero de
tirosina hidroxilasa (TH) se hicieron reaccionar con 1las
muestras que contienen neurturina conduciendo @ a la
induccidén de la wvia de MAPK por seflalizacidén de la
neurturina. Los pléasmidos recombinantes del gen reportero
contienen un gen de luciferasa bajo‘el control de elementos
de respuesta en suerc repetitivos (SRE). La expresidn de la
luciferasa depende de 1la activacidén de la via MAPK. E1
ensayo se realizé en placas de 96 pozos; la.expresién de
luciferasa mediada por neurturina se mide mediante la
adicién de luciferina vy anaiizada con un lector de
luminiscencia.

Un experimento representativo que demuestra la
cuantificacién de la actividad bioldégica de la neurturina
utilizando neurturina recombinante humana expresada en E.

coli como estidndar en combinacidn con las concentraciones
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crecientes en suero se muestra en la Figura 5A.

Figura 5B muestra que la neurturina humana
recombinaﬁte natural, asi coﬁo las variantes de neurturina
excepto la R63E son expresadas en cantidades similares

dando como resultado concentraciones de proteina entre 1.2-

1.7 g/l, y todas las variantes expresadas mostraron una

actividad bioldégica similar in vitro en comparacidn con la
neurturina humana recombinante natural tipo con una CEgg
entre 0.32-0.89 ng/ml (véase la Figura 5B). La neurturina
recombinante humana de E. coli usada para la comparaciédn,
mostrd una potencia més débil con una CEsg de 2.20 ng/ml,
probablemente como resultado de una porcidn de neurturina
no replegada apropiadamente en la muestra (véase la Figura 5B).
De este modo, la Figura 5B muestra que las
modificaciones en la regidén del "taldén de la neurturina”
como una introduccidn de un aminoéacido, cargado
negativamente, en el parche de base no compromete la
actividad bioldgica de neurturina en general. De este modo
es sorprendente que la técnica anterior muestre que una
modificacién de aminodcidos basicos a acidos en la regiéh
del taldn podria interferir con la actividad bioldgica de
1la neurturina (véanse las comparaciones de secuencia y
estructura con otros GFL, como se discutid anteriormente).
La falla de expresién de la variante de

neurturina R63E muestra que en esta posicidn no es tolerado
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un cambio de arginina a acido glutédmico. Sin embargo, otras
modificaciones que no dan como resultado un cambioc completo
de la carga de aminoacidos son funcionales. Una comparacidén
de las secuencias de homélogos de neurturina conocidos
muestra que existe una variante R63E en la neurturina
humana homéloga de Ornithorhynchus anatinus, MOnodelphis~
domestica, y Gallus gallus. También existen variantes
naturales de los residuos de arginina en las posiciones 52,
57, 58 y 61 en diferentes homdélogos de neurturina (véase la
Figura 6).

Para crear variantes de neuriturina
biolégicamente activos con una biodisponibilidad mejorada,
los inventores reemplazaron las argininas béasicas en la
regién del “taldn” con Lisina. Puesto que la arginina y la
lisina estan relacionadas estructuralmente, se espera que
esos intercambios afecten la estructura de la molécula de
neurturina sélo minimamente. Esos cambios permiten la
PEGilacién de la neurturina dirigida especificamente al
sitio wvia la amina primaria de la cadena lateral de 1la
lisina en una regidén de la proteina que muestra tolerar
cambilos sustanciales de aminoacidos, y ia cual por lo tanto
no es importante para la actividad biocldgica. Esta reaccidn
es altamente especifica, debido a gque no estd presente
lisina en las secuencias neurturina humana nativas maduras.

Las reacciones de PEG activada con otras aminas se
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minimizan mediante la optimizacién de las condiciones de
reaccién, por ejemplo, pPH, temperatura vy tiempo de
reaccién. Efectuando una modificacién del PEG dentro del
parche basico en la regién del “talén”, se logran dos
objetivos: (1) pueden obtenerse beneficios de la PEGilaciédn
de la proteina (mejor biodisponibilidad via la eliminacién
renal reducida, la reduccidén de la inmunogenicidad, mejor
estabilidad proteica) minimizando a la vez los efectos
sobre la actividad de la proteina y (ii) se espera que la
PEGilacidén en esta regidn proteja el parche béasico evitando
interacciones con proteoglicanos de la superficie celular
cargados negativamente, los cual también se espera mejore
la biodisponibilidad de la proteina.

En un primer paso, la secuencia codificadora de
neurturina humana madura la cual se optimizé para el uso
del coddén humano (con un péptido sefial N-terminal adicional
para secrecidn de eucaridtica) y una marca de purificacidn
adicional (repeticidén de seis residuos de histidina con un
sitio adicional para la escisién de esta marca de
depuracién con el factor Xa) modificado por mutagénesis
dirigida al sitio basada en PCR. Agui, los codones son
intercambiados en residuos de arginina 51, 52, 54, 56, 57,
58, 60, 61, 63, o 65 con los codones para los residués de
lisina.

El plasmido recombinante de expresidén resultante
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resultante referido Como Kr-G3-H6-G3-Xa-
rhneurturin en esta invencidén que contiene las siguientes
caracteristicas:

. Kr: secuencia de | ADN de proteina
transmembranal 2 que contiene kringle de ratdén aminodcidos -
1 - 26, péptido sefial (nimero de acceso del GenBank
NP 082692) para la secrecidn citoplasmdtica optimizada para
el uso del «coddn humano (secuencia de aminoéacidos:
MGTPHLQGFLLLFPLLLRLHGASAGS; SEQ ID NO: 2).

. G3: secuencia de ADN de un separador de
glicina optimizado para uso de codones humanos (secuencia
de aminocéacidos: GGG, SEQ ID NO: 3).

. H6: secuencia de ADN de una marca de 6 .
histidinas para propdsitos de purificacidén optimizada para
el wuso de codones humanos (secuencia de aminoacidos:
HHHHHH; SEQ ID NO: 4).

. Xa: secuencia de ADN del sitio de-
reconocimiento de proteasa de Factor Xa optimizada para uso
de codones humancs (secuencia de aminodcidos: IEGR; SEQ ID
NQ: b5). Cortes de proteasa de Factor Xa C-terminales
después de la arginina.

. rhneurturina: secuencia de ADN de neurturina
humana recombinante madura optimizada para uso de codones
humanos (secuencia de aminoacidos:

ARLGARPCGLRELEVRVSELGLGYASDETVLEFRYCAGACEAAARVYDLGLRRLRQRRRL
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RRERVRAQPCCRPTAYEDEVSFLDAHSRYHTVHELSARECACV; SEQ ID NO: 6).
Los codones de arginina individuales en las posiciones
51, 52, 54, 56, 57, 58, 60, 61, 63, o 65 se sustituyen por
el codén de lisina AAG en el plésmido recombinante de
expresidén variante de neurturina respectivos.

La secuencia de ADN completa de Kr-G3-H6-G3-Xa-
rhneﬁrturina (wt) clénada en vector de PMA se muestra en la

Figura 7, SEQ ID NO: 7.

Ejemplo 5 - Pegilacidén de variantes de neurturina

Los constructos resultantes son clonados en el
vector de expresioén eucariota pcDNA3. 1+, que se
transfectaron en células HEK-293 para la expresién de las
variantes de neurturina modificada como se describid
anteriormente.

Las variantes de neurturina expresadas son
purificadas por wultrafiltracién y por cromatografia de
afinidad por medio de la marca de depuracidén introducida.

La estructura, pureza y actividad bioldégica en
las preparaciones de variante de neurturina resultante son
verificadas por PAGE nativo/Western-blot vy ensayao de
actividad de neurturina como se mostrd anteriormente.

Las variantes de neurturina bioldgicamente
activas que son expresadas con suficiente rendimiento y son

purificadas a una pureza aceptable son usadas para la



15
.

20
®

25

e

53

modificacidén covalente con diferentes PEG monodispersos.
Estos PEG tienen un tamafio preferible de. 2.5 - 30 kDa, son

lineales o ramificados vy activados con éster "de N-

'hidroxisuccinimida (NHS). El1 éster de N- hidroxisuccinimida

(NHS) es espontaneamente reactivo con aminas primarias,
proporcionando la PEGilacidn eficiente de proteinaé. Otros
derivados de PEG son por ejemplo pero ‘no  se limitan a
moléculas con diferentes tamafios, noylnonodispersos e} éon
diferentes patrones de ramificacién y también pueden ser
aplicadas otras quimicas de acoplamieﬁto.

Después de la reaccidén, la marca de purificacidn
es eécindida en el sitio de proteinasa introducido por el
factor Xa y las variantes de PEG-neurturina son pufificadas
por cromatografia de exclusidn por tamafio y/o afinidad.

Un numero de marcas de - purificacidn \%
combinaciones del sitio de proteaéa/proteasa recombinante
adicionales son bien conocidos en la técnica y pueden
reemplazar la marca de His y/o sitio de factor Xa/escisidén
de factor Xa. De manera alternativa, la proteina neurturina
que contiene los sitios de PEGilacién introducidos pueden
ser purificados del sobrenadante de sistemas de expresidn
eucaridticos o formar el lisado o sobrenadante de bacterias
sobreexpresantes sin marca de purificacién por métodos
cromatograficos.

La estructura, pureza y actividad bioldégica de
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las preparaciones de variantes de PEG-neurturina
resultantes son verificadas por SDS-PAGE/Western-blot, PAGE
nativo/Western-blot, y ensayo de actividad de neurturina
como se mostrd anteriormente.

Las variantes de PEG—neurturina. purificadas que
muestran suficiente actividad Dbioldgica in vitro son

ensayadas in vivo por su comportamiento farmacocinético

después de la administracién subcuténea de 50 umol/kg s.c.

a ratones y ratas. La concentracidén de neurturina en plasma
es determinada por ELISA de neurturina en la linea basal, y
a las 0.25, 0.5, 1, 1.5, 2, 3, 4, 6 y 8 horas después de la
administracidn.

Las variantes de PEG-neurturina seleccionadas que
muestran mejor biodisponibilidad en comparacién con la
neurturina wt son probadas pdr su eficacia 1in vivo por
administracién subcutdnea a ratas neo STZ una vez al dia
con 50 umol/kg durante 6 dias. Para ensayar la funcidn las
células beta, la glucosa en sangre es determinada cada dia,
y el contenido de insulina pancredtica es determinado
después de 6 dias de tratamiento en comparacién con los

grupos control con vehiculo y con neurturina wt.

Ejemplo 6 - Potencial inmunogénico de neurturina
pegilada

LLa neurturina wt recombinante humana tiene un
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potencial inmunogénico como es demostrado por la aparicién.
de anticuerpos anti-neurturina después de la administraciédn
a ratones adultos de mds de 2 semanas. Los anticuerpos
anti-neurturina han sido detectados con un ensayo .
especifico. De manera breve, la neurturina humana
recombinante fue recubierta sobre microplacas para capturar
anticuerpos de suero. Después del lavado, los anticuerpos
anti-neurturina .capturados fueron cuantificados de wuna
lectura de luminiscencia usando anticuerpo anti-IgG de
cabra conjugado con biotina de anticuerpo anti-IgG/IgM de
cabra seguido por el uso de estreptavidina conjugada con
proxidasa. La IgG anti-neurturina y la IgM anti-neurturina
diluidas en suero fueron -usadas para establecer las‘curvas
estandar (véase las Figs. 8A y 8B).

Puesto que la PEGilacién de las proteinas
farmacoldgicamente activas reduce su potencial
inmunogénico, se probaron variantes de PEG-neurturina
seleccionada con biodisponibilidad mejorada y potencia
sostenida por su potencial inmunogénico de la
administracién subcutédnea una vez al dia de 50 pmol/kg
durante 28 dias en ratones adultos. La aparicién de 1los
anticuerpos anti-neurturina es determinada por ensayo de
ELISA anticuerpo anti-neurturina cada semana en comparaciédn

con grupos control con vehiculo y con neurturina wt.
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REIVINDICACIONES

1. Conjugado de neurturina que comprende una
porcién de poliol wunida covalentemente a un producto de
proteina neurturina humana o un fragmento bioldgicamente
activo de la misma.

2. Conijugado de neurturina segun la
reivindicacién 1, que comprende un polipéptido codificado
por la secuencia de aminoacidos expuesta en la SEQ ID. NO. -
1, o un hombélogo, ortdélogo, wvariante,  andlogo, derivado,
fragmento bioldgicamente activo o mutante bicldgicamente
activo del mismo.

3. Conjugado de neurturina segun las
reivindicaciones 1 o 2, donde la porcidén de poliol es una
porcidédn de polietilen glicol.

4  Conjugado de neurturina segun cualguiera de
las reivindicaciones 1-3, donde la porcidn de poliol es una
porcidn de poliol de cadena simple.

5. Conjugado de neurturina segin cualquiera de
las reivindicaciones 1-3, donde la porcién de poliol es una
porcidédn de poliol de cadena ramificada.

6. Conjugado de neurturina segun cualgquiera de

las reivindicaciones 1-3, donde la porcidén de poliol es una

porcidén de polialquilen glicol.

7. Conjdgado de neurturina segin cualqguiera de

las reivindicaciones 1-6, que tiene la misma 0 una
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actividad de neurturina in Vivoblnayor que la neurturina
humana nativa.

8. Conjugado de neurturina segtn cualquiera de
las reivindicaciones 1-7 gque tiene al menos un cambio de
aminoacido en comparacién con la néurturina humana.

9. Conjugado de neurturina seglin la
reivindicacidén 8, donde el cambio de aminoacido es entre
los aminoacidos 47-69, preferiblemente 51-65 de la
neurturina humana madura.

10. Conjugado de neurturina segun cualgquiera de
las reivindicaciones 8 o 9, donde al menos uno de 1los
residuos de arginina 51, 52, 54, 56, 57, 58, 60, 61 o 65 es
suprimido o sustituido. .

11. Conjugado de neurturina segun la
reivindicacién 10, donde al menos un residuo de arginina es
sustituido por un aminoacido reéidual neutro o &acido, por
ejemplo acido glutamico.

12. Coﬁjugado de neurturina* segun cualqgiera de
las rei&indicaciones 8-10, donde al menos es introducido un
residuo de lisina.

13. Composicidén farmacéutica que comprende al
menos un producto de proteina neurturina y/o un fragmento
biolégicamente activo del mismo conjugado con al menos una
molécula de polietilen glicol como un ingrediente activo

junto con un soporte, diluente y/o . adyuvante
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farmacéuticamente aceptable.

14. Composicidn segun la reivindicacién 13, donde
el‘ producto de proteina neurturina es un producto de
proteina neurturina humana o un fragmento bioldgicamente
activo de la miéma.

15. Composicidn seguin cualquiera de las
reivindicaciones 13 o 14, donde el producto de proteina
neurturina modificada esté monoPEGilado, que comprende una
molécula de ﬁolietilen glicol de una sola cadena.

16. Composicién segun vcualquiera de las
reivindicaciones 13 o 14, donde el producto de proteina de
neurturina modificada estéa oligo o) poliPEGilada,
comprendiendo dos, tres, cuatro o vérias cadenas de
molécula de polietilen glicol.

17. Composicién segun cualquiera de las
reivindicaciones 13-16, donde el producto de proteina de
neurturina modificada comprende al menos una molécula de
polietilen glicol de cadena lineal.

18. Composicidn segun cualquiera de las
reivindicaciones 13-16, donde el productoe _de proteina
neurturina modificada comprende al menos una molécula de
polietilen glicol de cadena ramificada.

19. Composicién segun cualquiera de las
reivindicaciones 13—18, donde la molécula de polietilen

glicol tiene un peso molecular promedio de 100 a 10000 Da,
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preferiblemente 200 a 8000 Da y de manera mas preferible
1000 a 7000 Da.

20. Composicidn segun cualquiera de las
reivindicaciones 13-19, donde 1la molécula de polietilen
glicol esta ligada al aminodcido N-terminal del producto de
proteina neurturina modificada.

21. Composicién segun cualguiera de las
reivindicaciones 13-20, donde 1la molécula de polietilen
glicol se liga al "~producto de prdteina neurturina
modificada via un enlace acilo o alquilo.

22. Composicién segun cualquiera de las
reivindicaciones 13-21, donde la molécula de polietilen
glicol es terminada por un grupo OH-, OCH3;- o OEt-.

23. Composicidn segun cualquiera de las
reivindicaciones 13-22, el cual tiene una mayor
biodisponibilidad del ingrediente activo en comparacién éon
una composicién con un producto de proteina neurturina de
control sin modificar.

24. Composicidn segln cualquiera de las
reivindicaciones 13-23, donde la proteina neurturina

modificada esta presente en una cantidad para proporcionar

‘un incremento de al menos 2 veces, preferiblemente al menos

5 veces y de manera mas preferible al menos 10 veces en la
biodisponibilidad del ingrediente activo.

25. Composicidn segun cualquiera de las
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reivindicaciones 13-24 para inyeccidén o infusiédn.

26. Composicidén segin la reivindicaciédn 25 para
inyeccién subcutédnea o intravenosa.

27. Composicidn segun cualquiera | de las
reivindicaciones 13-26 para la prevencidn o tratamiento de
trastornos pancreaticos o neurodegenerativos.

28. Composicién segun la reivindicacidén 27 para
la prevencidén o tratamiento de diabetes mellitus tipo I,
LADA y diabetes mellitus tipo II.

29. Composicién seglin cualquiera de las
reivindicaciones 13-28 para la administracidén a un
mamifero, particularmente un humano.

30. Variante de neurturina humana gue comprende
al menos uno, por ejemplo 1, 2, 3 o 4 cambios de aminoécido
en comparacidédn con la neurturina humana natural.

31. Variante de neurturina humana segun la
reivindicacién 30, donde los cambios de aminocdcido son como
se definen en las reivindicaciones 9-12.

32. Método para administrar una composicidén
farmacéutica a un sujeto que necesite del mismo que
comprende una cantidad farmacéuticamente activa de al menos
un producto de proteina neurturina modificada o© un

fragmento bioldégicamente activo de la misma, el cual esta

.conjugado a al menos una molécula de polietilen glicol como

un ingrediente activo Jjunto con un soporte, diluyente y/o
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adyuvante farmacéuticamente aceptable.

33. Método para . administrar una composicidn
farmacéutica a un sujeto que necesite del mismo que
comprende una cantidad farmacéuticamente activa de al menos
un producto de proteina neurturina modificada o un
fragmento bioldgicamente activo de la misma, el cual esté
conjugado con al menos una molécula de polietilen glicol
como un ingrediente activo junto con una sustancia de bajo
peso molecular con un soporte, diluyente vy/o adyuvante

farmacéuticamente aceptable.
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Figura 7

Pacl KpnI HindllX  Ncol
GRGOGGAACICOCATGAGGCCAGTTAATTAAGABCTACCARGCTTICCACCATOGGCACT
--------- O LR T R S Sl b St
CTCGCCTTCOOGETACTCCOETCAATTANTTCTCCATGGTTOGAACGITOGTACCOG TGS

¥ _G_T__
BopMI Kasl
Patl Narl
CCACADCTGCAGGGCTTTCTGCIGCTIG ITOCCOC TG CTGC TG OSG CTGTACGGOG CUTCT
--------- P R R 2 P LR R L R LR LA E e TR A R A AL R 4

GGTGTGGACGTOCOGAARGACGACGACARGGGGGACGACGACGCOGAOGTGCOGOGEAGA
P_W_L_Q 6 P _L_L L P P L L L R L H G A_S

GCOBGCTCTGEOGG0GGACACCACCACCATCACCACGIOGGAGEGAT CRAGGGCAGAGCC:
mmemmee L b S ek L addah A dr s At idededat PSR e R St .

O3HCCGAGACOGCOBCCTITGETOO TGO TASTOS TG COBCCTOCCTAGCTOCCOTCTONS

A__G__S__F__G__G_H&“J{‘SK_J{_J{__B_;G‘_G__G__I__BE_G__R__A‘_
Kagl
Narl BstNY

AGACTGAS0SCCAGACCCTE OOGCCTECOEGACCTOAGTG ST TG TCOGAGCTEREC

--------- e LR SRS L LR TR EER SRRt St A bk S bt Al S
TCTGACCOGOGGTCTGRGACG COGGA OGCCCTCGACCTT CACGOCCACAGGCTOGACC TG
R_L_O_AN R_P_C G L _R_B L B V_R V S E L _G

Kael

. B -Rarl
CTGGGCTACGCOCAGCEACGAGRCACTRCTC TTOOGGTACTGORCTGGCELCCNFOFAGECC
......... fereaems—gmsemacasngeenenasnanqansustradiqSonsnonany

GACCOGATGOGGTCRCTGCTCTETCACHACAAGS CCATCACG CSACCGOGIACBCTCORI

Xmal

Smdl BaeNr
SCICCCOSAITITACSACCTOGGACTCOBAABACTARAGACAGOGG UGG ASACTORO0 (GG
--------- P e e SR LT R e S e LR T E bbb 4

CGACGGGCCCACATGCTEEACCCCGAGICCTCTGACTCTGTOGCCECCTCTGACTONGCC
A_A R V_Y_D_L_ G L _R R L R Q B R R L R _R_

e e e

BasHII Pscl BaLNI

GAOAGATTOOGCOCOCAS CCCTECTICAGACCCACCGCCTACCAGGACGAIGTOTCCTTC
-------- P e EE L TR R e R R el SR bl Sl bt 4
CTCTCTCACG OGS 0GGETORGSACGROGTCTEGRTGE COGATG CTCCTGCTCCACRGGARG
E_R_V_R_A p c_¢c R P _T_K_Y E D E V. _S_F

IO U, SIS T, SRS PRIIC R YR SR JEUR JE, A PG i

CTCCACGCOCCACAGEAGATACCACACOETCCACGAGCTGTOOGCCAGAGARTG CHOCTGC

B L L S R S R B L L TR L S
GACCTICGIITETOITCTATIGTITEGCAOSTGCTCGACAGGO3GTCTCTTACIOGAOI

L D A H 8 R ¥ M T V H E L_S A R E _C_A_C

Xho!
HinfI Ascl
Bacl BssHII &tul
GTSTGATGACTCGAGCTCATGGOGOGCCT. Asccc‘nchmccmmcca
--------- P L TAEEL LR L ED St dabdedd Sl Stk g

CACACTACTGASCTOSACTACOS OB OBUATCOCGARCTCCOOBAAGEOGT



10/10
Figura 8A

50000

40000 3

30000 : /
=3
= 20000 7/

\ y = 86.481x + 14196

10000 ~——  R2=0.9665

0 T T T
0 100 200 300 400
1gG (pg/m!)

250000
200000
150000

=
=

100000

50000 +——

0

Figura 8B

J4s

;JI/‘/JL

R? = 0.958

y = 334.58x + 105343

T T T T

0 100 200 300 400

[gG/IgM (pa/ml)



10

15

20

25

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> DeveloGen AG

<120> Conjugados de neurturina novedosos
farmacéutico

<130> 41112Pp EP

<160> 1

<170> PatentIn version 3.3

<210> 1

<211> 197

<212> PRT

<213> Homo sapiens
<220>

<221> PEPTIDO
<222> (1) ..(197)
<223> precursor de neurturina humana

<400> 1

Met Gln Arg Trp Lys Ala Ala Ala Leu Ala Ser Val Leu Cys

1 5 10

Val Leu Ser Ile Trp Met Cys Arg Glu Gly Leu Leu Leu Ser

20 25

Leu Gly Pro Ala Leu Val Pro Leu His Arg Leu Pro Arg Thr

35 40 45

Ala Arg Ile Ala Arg Leu Ala Gin Tyr Arg Ala Leu Leu Gln

50 55 60

Pagina 1

S

para uso

30

Ser Ser

15

His Arg

Leu Asp

Gly Ala



10

15

Pro

65

Pro

Arg

Ser

Tyr

Leu

145

Ala

Leu

Glu

Asp
Gly
Leu
Glu
Cys
130
Arg
Gln

Asp

Cys

Ala Met

Pro Arg

Gly Ala
100

Leu Gly

115

Ala Gly

Arg Leu

Pro Cys

Ala His

180

Ala Cys

195

Glu

Arg

85

Arg

Leu

Ala

Arg

Cys

165

Ser

Val

Leu

70

Arg

Pro

Gly

Cys

Gln

150

Arg

Arg

Arg Glu

Ala Gly

Cys Gly

Tyr Ala

120

Glu Ala

135

Arg Arg

Pro Thr

Tyr His

Pagina 2

Leu

Pro

Leu

105

Ser

Ala

Arg

Ala

Thr

185

Thr

Arg

90

Arg

Asp

Ala

Leu

Tyr

170

Val

Pro
75

Arg
Glu
Glu
Arg
Arg
155

Glu

His

Trp

Arg

Leu

Thr

Val

140

Arg

Asp

Glu

14T

Ala Gly
Arg Ala
Glu Vval
110
Val Leu
125
Tyr Asp
Glu Arg

Glu Val

Leu Ser

190

Arg

Arg

95

Arg

Phe

Leu

Val

Ser

175

Ala

Pro

80

Ala

Val

Arg

Gly

Arg

160

Phe

Arg



1A%

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

international application No

PCT/EP2008/009320

. CLA SSIZICATION %SUBJECT MATTER

?NV C07K14/475 A61K38/18 A61P3/10 A61P25/00

i

According to International Patent Classification (IPC) orto both national classification and 1PC '

B. FIELDS SEARCHED

Minimum documentalion searched (classificalion system followed by classification symbols)

A61K A61P CO7K

Documentation searched other than minimum documentation to the exient that such documents are included in the fields searched

Electronic data base consulled during the international search (name of data base and, where practical, search terms used)

EPO-Internal, WPI Data, EMBASE, BIOSIS

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category* | Citation of document, with indif:alion. where appropriate, of the relevant passages Relsvant to claim No.

X WO 2005/051415 A (DEVELOGEN AG [DE]J; 1-33

AUSTEN MATTHIAS [DE]; BURK ULRIKE [DEJ)

9 June 2005 (2005-06-09)
cited in the application
Y page 8, line 26 - page 10,

: page 15, line 1 - page 16,
claims 15-17

cited in the application
page 16, line 9 - page 29,
ctaims 22,24,25

paragraphs [0726] - [0741]

X WO 99/06064 A (AMGEN INC [US])
11 February 1999 (1999-02-11)

X US 2004/265972 Al (WEINTRAUB BRUCE D [US]
ET AL) 30 December 2004 (2004-12- 30)

line 3
line 10

1-33

1-26,
29-33
line 19

30,31

-/

Further documents are listed in the conlinuation of Box C.

See patent family annex.

* Special categories of ciled documents :

*A* document defining the general stale of the an which is not
considered to be of particular relevance

*E® earlier document but published on or after the inlernational
filing date

*L* document which may Ihrow doubls on priofity claim(s) or
which is cited 10 establish the publication date of another
citation or other special reason (as specified)

*0O* document referring 10 an oral disclosure, use, exhibition or
other means

*P* document published prior to the international filing date but
later than the priority date claimed

*T* later document published after the international filing date
or priority date and not in conflict with the application but
cited lo understand the principle or theory undertying the
invention

*X* document of particular relevance; the claimed invention’
cannol be considered novel or cannot be considered 1o
involve an invenlive slep when the document is taken atone

document of particular relevance; the claimed invention
cannot be considered o involve an inventive step when the
“document Is combined with one or more other such docu-
ments, such combination being obvious 1o a person skilled
in the an.

*&* document member of the same palent family

ht

Date of the actual completion of the international search

31 July 2009

Date of mailing of Ihe intemational search report

07/08/2009

Name and mailing address of the ISA/
European Patent Office, P.B. 5818 Palentaan 2
NL - 2280 HV Rijswijk
Tel. (+31-70) 340-2040,
Fax: (+31-70) 340-3016

Authorized officer

Monami, Amélie

Fomn PCT/ISA/210 {second shisl) (April 2005)

page 1 of .2




INTERNATIONAL SEARCH REPORT

449

tnternational application No

PCT/EP2008/009320

C{Continuation).

DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Category*® | Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevanlbpassages

Relevant to claim No.

P,X

EP 1 872 790 A (DEVELOGEN AG [DE])

2 January 2008 (2008-01-02)

paragraphs [0028], [0029]

WO 2004/069176 A (BIOGEN IDEC INC [US];
SAH DINAH WEN-YEE [US]; PEPINSKY R BLAKE
[US]; B) 19 August 2004 (2004-08-19)
page 1, line 23 - line 27

examples 1-5

PASUT G ET AL: "PROTEIN, PEPTIDE AND
NON-PEPTIDE DRUG PEGYLATION FOR
THERAPEUTIC APPLICATION"

EXPERT OPINION ON THERAPEUTIC PATENTS,
INFORMA HEALTHCARE, GB,

vol. 14, no. 6,

1 January 2004 (2004-01-01), pages
859-894, XP001202106

ISSN: 1354 3776

the whole document

CALICETI P ET AL: "Pharmacokinetic and
Biodistribution Properties of

Poly(ethylene glycol)-Protein Conjugates"

ADVANCED DRUG DELIVERY REVIEWS, ELSEVIER
BY, AMSTERDAM, NL,

vol. 55, 1 January 2003 (2003-01-01),
pages 1261-1277, XP003001867

ISSN: 0169-409X '

the whole document

1-33

1-33

1-33

1-33

Fomm PCT/ISA/210 {conlinuation of second sheet) {April 2005)

page 2 of 2




10

INTERNATIONAL SEARCH REPORT

) International application No
-Information on patent family members

PCT/EP2008/009320

Patent document ~ Publication Patent family Publication

cited in search report ‘ date member(s) date .
WO 2005051415 A 09-06-2005 AT 435026 T 15-07-2009
JP 2007512290 T 17-05-2007
US 2008241106 Al 02-10-2008
WO 9906064 A 11-02-1999 AT 230607 T 15-01-2003
: : AU - 8658298 A 22-02-1999
CA . 2298414 Al 11-02-1999
DE 69810635 D1 ' 13-02-2003
DE 69810635 T2 28-05-2003
. DK 1005358 T3 24-02-2003
EP - 1005358 Al © 07-06-2000
ES 2190093 T3 16-07-2003
JP 2001525316 T : 11-12-2001
us 6043221 A 28-03-2000
. us 6274554 Bl 14-08-2001

US 2004265972 Al  30-12-2004 NONE

EP 1872790 A 02-01-2008 EP 2040736 Al 01-04-2009
WO 2008000447 Al 03-01-2008
WO 2004069176 A 19-08-2004 US 2008306212 Al 11-12-2008
. Us 2005142098 Al 30-06-2005

Fomm PCT/ASA/210 (patent tamity annex) (April 2005)



Ist

PATENT COOPERATION TREATY PCT/EP2008/009320

From the INTERNATIONAL BUREAU

PCT

NOTIFICATION OF THE RECORDING WEICKMANN & WEICKMANN
OF A CHANGE Postfach 860 820
81635 Munchen
(PCT Rule 92bis.1 and ALLEMAGNE

Administrative Instructions, Section 422)

Date of mailing (day/month/year)
05 May 2010 (05.05.2010)

Applicant's or agent's file reference

41112P WO IMPORTANT NOTIFICATION
International application No. International filing date (day/month/year)
‘ PCT/EP2008/009320 05 November 2008 (05.11.2008)

‘ 1. The following indications appeared on record concerming;

B4 the applicant B4 the inventor [J the agent (] the common representative
Name and Address : State of Nationality State of Residence
Telephone No.

Facsimile No.

E-mail address

2. The International Bureau hereby notifies the applicant that the following change has been recorded concerning:

| D4 the person ‘O the name [] the address [] the nationality [] the residence
“ Name and Address State of Nationality State of Residence
SCHNEIDER, Martin DE DE
Schildweg 16 Telephone No.
. 37085 Géttingen
Germany Facsimile No.

E-mail address
[] Notifications by e-mail authorized

3. Further observations, if necessary:

The pérson identified in Box 2 should be added to the record as applicant for the United States of America only and
inventor for all designated States.

4. A copy of this notification has been sent to: [l the International Preliminary Examining Authority
D the receiving Office ) the designated Offices concerned
[0 the International Searching Authority [[] the elected Offices concerned
[[] the Authority(ies) specified for supplementary search [0 othen
The International Bureau of WIPO Authorized officer
34, chemin des Colombettes ' .
1211 Geneva 20, Switzerland GaSpalS Stephane
e-mail pt0S.pct@wipo.int
Facsimile No. +41 22 338 89 75 Telephone No. +41 22 338 74 05

Form PCT/IB/306 (January 2009) 1/EF8A3KA40
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA'Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUPERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT
(21) N° de solicitud: (51) Int C: AB1K 047048

22) Fecha de solicitud:

(30) Prioridad ~ (31)  Prioridad  (32)  Fecha  (33) Pais

07021493.7 05/11/2007

EP

(71)Solicitante(s) ~ DEVELOGEN AKTIENGESELLSCHAFT

(72) Inventor(es)  MATTHIAS AUSTEN

Y OTROS

(74) Apoderado: ~ LUZ CLEMENCIA DE PAEZ

(85) Fecha limite inicio fase nacional:  05/06/2010

(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT
Fecha de presentacion de la solicitud: ~ 05/11/2008
No. de solicitud PCT/EP2008/009320

(87)  Publicacion internacional

Fecha: _ 14/05/2009
N° publicacién: WO 2009/059755 A3

(54) Titulo: ~ CONJUGADOS DE NEURTURINA NOVEDOSOS PARA USO FARMACEUTICO

Reivindicacion(es):

1. Conjugado de neurturina que comprende una porcion de
poliol unida covalentemente a un producto de proteina
neurturina humana o un fragmento biolégicamente activo de la
misma. '

2. Conjugado de neurturina segun la reivindicacion 1, que
comprende un polipéptido codificado por fa secuencia de
aminodcidos expuesta en la SEQ ID. NO. 1, o un homologo,
ortblogo,  variante,  analogo,  derivado,  fragmento
biologicamente activo ¢ mutante biologicamente activo del
mismo.

3. Conjugado de neurturina segun las reivindicaciones 1 0 2,
donde la porcion de poliol es una porcion de polietilen glicol.

4. Conjugado de neurturina segun cualquiera de las
reivindicaciones 1-3, donde la porcion de poliol es una porcién
de poliol de cadena simple.

5. Conjugado de neurturina seglin cualquiera de las
reivindicaciones 1-3, donde fa porcion de poliol es una porcién
de poliol de cadena ramificada.

6. Conjugado de neurturina segin cualquiera de las
reivindicaciones 1-3, donde la porcion de poliol es una porcion
de polialquilen glicol.

7. Conjugado de neurturina seglin cualquiera de las
reivindicacicnes 1-6, que tiene la misma o una actividad de
neurturina in vivo mayor que la neurturina humana nativa.

8. Conjugado de neurturina seglin cualquiera de las
reivindicaciones 1-7 que tiene al menos un cambic de
amino&cido en comparacion con la neurturina humana.

9. Conjugado de neurturina segun fa reivindicacion 8, donde el
cambio de aminoacido es entre los aminoacidos 47-69,
preferiblemente 51-65 de la neurturina humana madura.

10. Conjugado de neurturina segin cualquiera de las
reivindicaciones 8 0 9, donde al menos uno de los residuos de
arginina 51, 52, 54, 56, 57, 58, 60, 61 0 65 es suprimido o
sustituido.

11. Conjugado de neurturina segun la reivindicacion 10, donde
al menos un residuo de arginina es sustituido por un
aminoacido residual neutro o é&cido, por ejemplo acido
glutamico.

12. Conjugado de neurturina segun cualquiera de las
reivindicaciones 8-10, donde al menos es introducido un
residuo de lisina.

13. Composicion farmacéutica que comprende al menos un
producto de proteina neurturina ylo un fragmento
biclégicamente activo del mismo conjugado con al menos una
molécula de polietilen glicot como un ingrediente activo junto
con un soporte, diluente y/o adyuvante farmacéuticamente
aceptable.

14. Composicion segun la reivindicacion 13, donde el producto
de proteina neurturina es un producto de proteina neurturina
humana o un fragmento biolégicamente activo de la misma.

15. Composicion segln cualquiera de las reivindicaciones 13
0 14, donde el producto de proteina neurturina modificada esta
monoPEGilado, que comprende una molécuta de polietilen
glicol de una sola cadena.

16. Composicion segtin cualquiera de las reivindicaciones 13 o
14, donde el producto de proteina de neurturina modificada
esta oligo o poliPEGitada, comprendiendo dos, tres, cuatro o
varias cadenas de molécula de polietilen glicol.

17. Composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 13-
16, donde el producto de proteina de neurturina modificada
comprende al menos una molécula de polietilen glicol de
cadena lineal.

18. Composicién segln cualquiera de las reivindicaciones 13-
16, donde el producto de proteina neurturina modificada
comprende al menos una molécula de polietilen glicol de
cadena ramificada.

19. Composicion segun cualquiera de las reivindicaciones 13-
18, donde la molécula de polietilen glicol tiene un peso
molecular promedio de 100 a 10000 Da, preferiblemente 200 a
8000 Da y de manera mas preferible 1000 a 7000 Da.
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Industria y Comercio Fecha: 2010-06-03 15:57:25 _Dap. 2020 DIRNUEVASCR

SUPERINTENDENCI A Tra. 11 PATENTEIYH Eve: 378 FASENACIONAL!

Act. 411 PRESENTACION Folios: 154

PATENTE DE INVENCION (:] MODELO DE UTILIDAD D' ’ Art 33 Decision 486/00

HENNE

Indicacién que se solicita una patente.

Datos de identificacién del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Descripcion de la invencion .

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (De ser el caso formato de descuento)

Completa D Incompleta [::]

~

PATENTE DE INVENCION PCT E MODELO DE UTILIDAD PCT l:] Art.33 Decision 486/00, Circular Unica

Indicacion que se solicita una PCT

Copia de la solicitud en espafiol, tal como fue presentada inicialmente (capitulo descriptivo,
reivindicatorio, resumen) '

Dibujos de ser estos pertinentes

Comprobante de pago de las tasas establecidas (de ser el caso formato de descuento)

Completa [ncompleta D

DISENO INDUSTRIAL | | (Art. 119 Decision 486/00)

L]
]

[]

D .

~ Indicacién que se solicita Disefio industrial

Datos de identificacion del salicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacién grafica y fotogréfica del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el
disefio

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa D Incompleta [:]

ESQUEMA DE TRAZADO [ | (Art. 92 Decision 486/00)

HENRERN

Indicacion que se solicita un esquema de trazado
Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud
Representacion gréafica de un esquema de trazado

Comprobante de pago de las tasas establecidas

Completa [:] Incompleta D

PIN7-FNA 1720NQ-11.18)




mﬂ\ - Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA
Bogota D.C., .
2020
Doctor(a)

SUAREZ DE PAEZ LUZ CLEMENCIA
Apoderado(a) y/o Representante de
DEVELOGEN AKTIENGESELLSCHAFT

REFERENCIA . Radicacion No. 10 067268
Solicitud internacional PCT/EP2008/009320
Fecha inicio fase nacional 05/06/2010

Tramite 11
Evento 378
Actuacién 430
Oficio No.

£07886
Como resultado del examen de forma, realizado con fundamento en el articulo 38 de la Decisidn 486 de la

Comisién de la Comunidad Andina, articulo 27 del Tratado de Cooperacion en Materia de Patentes (PCT), regla
51 bis del Reglamento y Circular Unica de la Superintendencia de Industria y Comercio, se le comunica que:

1. La solicitud no contiene la copia del documento en que consta la cesién del derecho a la patente del inventor al
solicitante o a su causante, conforme a lo establecido por el articulo 26 literal k) de la Decisidn 486 de la
Comision de la Comunidad Andina. Cuando se trate de documentos otorgados en el extranjero, estos deberan
legalizarse de conformidad con lo dispuesto por los articulos 259 y 260 del Cédigo de Procedimiento Civil.
Cuando se trate de las declaraciones a que hace referencia la Regla 4.17 ii) del Tratado de Cooperaciéon en
Materia de Patentes PCT., el alcance de las tales declaraciones se determinara segun indiquen claramente una
cesion de derechos del inventor al solicitante o su causante, de conformidad con lo dispuesto en el numeral
5.2.15 del Capitulo-Quinto, Titulo X de la Circular Unica de Superintendencia de Industria y Comercio.

En cumplimiento de lo dispuesto por el articulo 39 de la Decision 486, se le requiere para que dentro del término

de dos meses siguientes a la fecha de nofificacion del presente oficio, complete los requisitos anteriormente

enunciados. En caso de no dar cumplimiento al presente requerimiento, la solicitud se considerara abandonada y
' perdera su prelacién.

.. Notifiquese el presente oficio conforme a lo dispuesto en el numeral 5.2, literal e), del capitulo quinto del titulo
primero de la Circular Unica No e 2001. ’

ALIX CARMENZA CESPEDE’S DE VERGEL
Directora d&'Nuevas Creaciones (c) ? 3 N
' JUN. 201

El anterior requerimiento fue notificado por fijacion en lista de fecha

adpal1
Al contestar favor indigue el nimero de Sede Centro: Carrera 13 No. 27-00 Pisos 2, 5, 7 y 10 PBX: 5870000
radicacién que se encuentra a continuacion Sede CAN: Av. Cra 50 No. 26-55 int. 2 Tel: 5880070

Call Center 6513240. Linea 01800-910165
Web: www.sic.aov.co e-mail: info@sic.aov.co



