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DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
E. S. D.

Re: P1.-F. HOFFMANN-LA ROCHE AG.-Solicitud de Ea;gn;g:
de Invencibn en Fase Naclonal PCT para
AG61K 18/18.-Expediente numero 02-102.350.-

1. Me refiero a mi Solicitud de Patente de 12 de Noviembre de
2002. :
2. Por medio del presente me permito manifestar a usted que en;
ejercicio del derecho conferido por el Articulo 28 numeral 1 dei
Tratado de Cooperacién en materia de Patentes PCT, el capltulo!
reivindicatorio tal como fue presentado originaimente en Fasef
Internaclonal fue modificado al momento de su presentacién en
Fase Nacional, quedando con 58 reivindicaciones.

Las modificaciones realizadas se encuentran plenamente
sustentadas en la descripcion de la presente Invencién y en este
sentido, no configuran una ampliacién del invento o de Ia
divulgacion contenida en la solicitud presentada. '

3. Por consiguente anexo me permito presentar copia dei
capitulo reivindicatorio correspondiente a la solicitud de la referencia)
que consta de €0 reivindicaciones, tal como fue presentado

[
originalmente en Fase Internacional, junto con su traduccién. :
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4, Ruego a usted tomar atenta nota de lo anterior y proceder dei
conformidad. :
I

Sefior Superiatendente,

JOSE ANTONIO LLOREDA
T.P. 10.784
Cddigo 231
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CLAIMS
1. Aliquid phaymaceutical composition comprising an erythropoietin protein, a

multiple charged inorganic anion in a pharmaceuticelly acceptable buffer
suitable to keep the solution pH in the range from about 5.5 to-about 7.0, and
optionally one or more pharmaceutically acceptable excipients.

The composition according to claim 1 which is an aqueous solution.
The composition according to claims 1 to 2 which is an isotonic solution.

The composition according to claims 1 to 3 wherein the anion is an anion of a
multiple chaged strong inorganic acid.

The composition according claims 1 to 4 wherein the anjon is selected from the
group consisting of sulfate, citrate or phosphata.

The composition according to claims 1 to 5 wherein the anion is a sulfate anion.
The composition according to claim 6 comprising 10 to 200 mmol/l sulfate,
The composition according to claims 1 to 7 wherein the pH is 5.8 to 6.7

The compos tion according to claim 8 wherein the pH is 6.0 to 6.5

The composition according to claim 9 the pH is about 6.2.

The compos.tion according to claims 1 to 10 wherein the buffer is selected form
the group consisting of a phosphate or an arginine/H;50/Na;SO, buffer.

The compos:tion according to claim 11 wherein the buffer is a 10 to 50 mmol
phosphate buffer.

The composition according claims 1 to 12 wherein the composition comprises
one or more pharmaceutically acceptable excipients.

The composition according to claim 13 wherein one or more pharmaceutically
acceptable eicipients are selected form the group consisting of pharmaceutically
acceptable s:lts, diluents, solvents and preservatives.



°

10

15

WO 01/87329

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21

22.

23.

25.

26.

27.

28.

29.

PCT/EP01/05187 |(SO

45

The composition according to claims 13 and 14 wherein the pharmaceutically
acceptable excipients are selected from the group consisting of tonicity agents,
polyols, anti- oxidants and non-ionic detergents.

The composition according to claims 13 to 15 wherein the pharmaceutically
acceptable excipient a polyol.

The composition according to claim 16 wherein the polyol is selected from the
group consisting of mannitol, sorbitol, glycerol, trehalose and saccharose.

The composition according to claim 17 wherein the polyal is mannitol.

The composition according to claims 13 to 18 comprising an anti—oxidant..

The compaosition according to claim 19 wherein the anti-oxidant is methionine.
The composition according to claims 13 to 20 comprising up to 1 mmol/l CaCl;.

The composition according to claims 15 to 22 wherein the non-ionic detergent
is polysorbate 80, polysorbate 20 or pluronic F68.

The compostion according to claim 22 wherein the non-ionic detergent is
pluronic F68.

. The compos:tion according to claims 22 or 23, wherein the composition

comprises up to 19 (w/v) of the non-ionic detergent.

The compos:tion according to any of claims 22 to 24, wherein the composition
comprises up to 0.19% (w/v) of the non-ionic detergent.

The compos.tion according to claims 1 to 25 wherein the erythropoietin protein
is a human erythropoietin.

The composition according to claim 26 wherein the erythropoietin protein is
expressed by endogenous gene activation.

The composition according to claims 26 to 27 wherein the erythropoietin
protein has the amino acid sequence of SEQ ID NO:1 or SEQ ID NO:2.

The composition according to claims 26 to 28 wherein the protein has the
sequence of auman erythropoietin modified by the addition of from 1 to 6
glycosylation sites,



=\

10

15

127

WO 01/87329 i PCT/EP01/05187 I 'S l

30. The comporition according to claims 26 to 28 wherein the erythropoietin
protein has the sequence of human erythropoietin modified by 2 modification
selected from the group consisting of:

Asn®’Thr¥;

Asn'Thr®,

Asn®Thr®;

Asn®;

ASII‘ IThI.'";
Ser®Asn®Thr';

Val¥ Asn**Thr™;

Ser” Asn®™Thr™;

Ser™ Asn"Gly® Thr™;

Ser” Asn"Thr**Thr™;

Ser™ Asn™ThrAla'%;
Asn®*Thr"* Ser” Asn**Thr™;
Asn®Thr*Val" Asn®Th™,;
Asn®e*The”; .
Ser® Asn®l1e*Thr";
AsnVeThy!®,

AsnM*Thr'®%

Thr'™, and

Pro'Thr'®,

31. The compositic;}:l of according to claims 26 to 30, wherein the sequence of
human erythropoietin is modified by a rearrangement of at least one
glycosylation site.

32. The compaosition of claim 31, wherein the rearrangement comprises deletion of
any of the N-linked glycosylation sites in human erythropoietin and addition of
an N-linked glycosylation site at position 88 of the sequence of human
erythropoietin.

33. The composition of claim 31, wherein the glycoprotein has the sequence of
human eryttropoietin modified by a modification selected from the group
consisting of

Glo® Ser™ Asn® Thr™;
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Gln** Ser™ Asn® The*; and
Glo® Ser™ Asn® Thr™.

‘The compotition according to clsims 26 to 33, wherein the erythropoietin
protein as d=fined in any of claims is pegylated.

The comporition according to claim 34, wherein the erythropoietin protein is a
conjugate, said conjugate comprising an erythropoietin glycoprotein having at
least one fres amino group and having the in vivo biological activity of causing
bone marrow cells to increase production of reticulocytes and red blood cells
and selected from the group consisting of human erythropoietin and analogs
thereof which have sequence of human erythropoietin modified by the addition
of from 1 to 6 glycosylation sites or a rearrangement of at least one glycosylation
site; said glycoprotein being covalently linked to “n” poly(ethylene glycol)
groups of the formula ~CO—~(CH,),<{ OCH;CH;),—OR with the -CO of each
poly{ethylerie glycol) group forming an amide bond with one of said amino
groups; wherein R is lower alkyl; x is 2 or 3; m is from about 450 to about 900; n
is from 1 to 3; and n and m are chosen 50 that the molecular weight of the

conjugate minus the erythropoietin glycoprotein is from 20 kilodaltons to 100
kilodaltons.

The composition according to claim 35 with an erythropoietin protein of the
formula:

P-[NHCO—(CHa)x~(OCH,CH)w-OR]n M

wherein m, n, x and R are as above, and P is the residue of the glycoprotein
without the n amino group(s) which form amide linkage(s) with the
poly(ethylenie glycol) group(s).

The compotition according to claim 36, wherein in formula (I) x is 2, m is 650
to 750, n is 1. and R is methyl.

The composition according to claim 34, wherein the erythropoietin protein is a
conjugate, s1id conjugate comprising an erythropoietin glycoprotein having at
least one free amino group and having the in vivo biological activity of causing
bone marrow cells to increase production of reticulocytes and red blood cells
and selected from the group consisting of human erythropoietin and analogs
thereof which have the primary structure of human erythropoietin modified by
the addition of from 1 to 6 glycosylation sites; said glycoprotein being covalently
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linked to from one to three lower-alkoxy poly(ethylene glycol) groups, each
poly{ethyler.e glycol) group being covalently linked to the glycoprotein via a
linker of the formula —C(0)-X-S-Y- with the C(Q) of the linker forming an
emide bond with one of said amino groups, X is <{CHa)x- or -CHy(O-CH;,-
5 CHa)y-, kis fom 1to 10, Yis

P b
]

the average inolecular weight of each poly(ethylene glycol) moiety is from about
20 kilodaltons to about 40 kilodaltons, and the molecular weight of the

conjugate is from about 51 kilodaltons to about 175 kilodaltons.

10
39. The conjugate of claim 38, of the formula:

N
o

wherein n is an integer from 1 to 3; m is an integer from 450 to 900; R is lower
alkyl; X is <(CHp)- or -CHp(O-CH3-CHa)-, and P is the residue of the

15 erythropoietin glycoprotein without the amino group or groups which form an
amide linkage with X_

40. The conjugate of claim 39, of the formula:

»{:Hq\rx\s,‘;{'\/j( ﬂ\/\[\of\,h?ﬂ
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wherein n iz an integer from 1 to 3; m is an integer from 450 to 900; R is lower
alkyl; X is ~(CHj)x- or -CHa(O-CHa-CHa)y-, and P is the residue of the
erythropoietin glycoprotein without the amino group or groups which form an
amide linkaje with X.

The composition of claims 1 to 40 comprising 10 pg to. 10000 pg erythropoietin
protein per :nl.

The compaosition of claims 1 to 41 comprising 10 g to 10000 ug erythropoietin
protein per :nl, 10 — 200 mmol/] sulfate, and 10 to 50 mmoV/l phosphate pH 6.0
to 6.5.

The composition of claim 42 comprising up to 20 mM methionine, 1 -5 % ofa
polyol (w/v), up to 0.1% pluronic F§8 (w/v) and optionally up to 1 mM CaCl;.

The composition according to claim 42 or 43 c.ompri.sing 10 ug to 10000 pug
erythropoietin protein per ml, 40 mmol/l sulfate, 10 mmol/l phosphate, 3%
mannito} (w/v), 10 mM methionine, 0.01% pluronic F68 (w/v), pH 6.2.

The composition claims 1 to 41 comprising 10 ug to 10000 g erythropoietin
protein per l, 10 to 100 mmo}/1 NaC}, 10 to 50 mmol/l phosphate pH 6.0 to
7.0, optionally 1-5% of a polyol.

The composition of claim 45 up to 20 mM methionine, up to 0.1% pluronic F68
and optionaily 7.5 pmol/l CaCl,.

The composition of claim 45 or 46 comprising 10 ug to 10000 ug erythropoietin
protein per ml, 100 mmeol/l NaCl, 10 mM methionine, 0.01% pluronic F68, and
10 mmol/l phosphate, pH 7.0.

The composition of claims 1 to 41 comprising 10 pg to 10000 ug erythropoietin
protein per ml, 10 to 50 oumol/ arginine, pH 6 to pH 6.5, 10 to 100 mmol/l
sodium sulfz te.

The composition of claim 48 comprising up to 20 mM methionine, up to 0.1%
pluronic F6, optionally up to 1 mmol/l CaCl; and optionally 1 -5 96 of 2
polyol.
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50. The composition of claims 48 or 49, comprising 10 yg to 10000 ug
erythropoietin protein per ml, 40 mmol/l arginine, pH 6.2, 30 mmol/l sodium
sulfate, 3 9% raannitol, 10 mM methionine, 0.019% pluronic F§8 and optionally 1
mmolll CaCl;.

51. The composition according to claims 1 to 41 comprising 25 to 2500 ug/ml
erythropoietin and

a) 10 ml4 sodium/potassium phosphate, 100 mM NaCl, pH 7.0 or

b) 10 miM sodium phosphate, 120 mM sodium sulfate, pH 6.2 or .

<) 10 ml4 sodium phosphate, 40 mM sodium sulfate, 39 mannitol, pH 6.2
or .

d) 10 mi4 sodium phosphate, 40 mM sodium sulfate, 396 mannitol, 10 mM
methionine, 0.01% pluronic F68, pH 6.2 or

e) 40 mlM arginine, 30 mM sodium sulfate, 39 mannitol, pH 6.2 or

f) 40 ml arginine, 30 mM sodium sulfate, 3% mannitol, 10 mM
methionine, 0.01% pluronic Fé68, pH 6.2.

52. The composition of claims 1 to 51 wherein the amount of erythropoietin is 50,
100, 400, 800 or 2500 pg/ml.

53. The composition of claim 52 comprising 10 mM sodium phosphate, 40 mM
sodium sulfate, 3% mannitol, 10 mM methionine, 0.01% pluronic F68, pH 6.2.

54. The composiiion of claim 52 comprising 40 mM arginine, 30 mM sodium
sulfate, 396 mannitol, 10 mM methionine, 0.01% pluronic F68, pH 6.2.

55. The composition of claims 1 to 54 which is a lyophilisate or a spray-dried
powder.

56. A process for preparing a composition according to any of claims 1 - 54,
comprising riixing a erythropoietin protein with a solution comprising a
multiple, negatively charged anion and optionally one or more pharmaceutically
acceptable excipients.

57. Use of a composition according to any of claims 1 - 54 for the preparation of
medicaments useful for the treatment and prevention of diseases corzelated with
anemia in chronic renal failure patients (CRF), AIDS and/or for the treatment of +
cancer patierits undergoing chemotherapy.
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58. Method for the treatment and prevention of diseases involving anemia in
chronic renal failure patients (CRF), AIDS and cancer patients undergoing
chemotherapy comprising the step of administering to a patient a composition
as cdlaimed in any one of claims 1 to 54.

59. Device for locul and systemic sustained release comprising a composition
according to any of claims 1 - 54,

60. The invention as hereinbefore described.
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Reivindicac:.ones

1. Una composicién farmacéutica liquida que contie-
ne una proteina eritropoyetina, un anién inorganico de
carga miltiple en un tampén farmacéuticamente aceptable,
idéneo para mantqper el pH de la solucién en un interva-
lo comprendido entre 5,5 y 7,0 v opcionalmente uno o va-
rios exciplentes farmacéuticamente aceptables.

2. La composicién segin la reivindicacién 1 en for-
ma de solucién acuosa.

3. La composiciédn seglin las reivindicaciones 1 y 2
en forma de solucién isoténica.

4. La compcsicién segin las reivindicaciones de 1 a
3 en la que el anién es un anién de un acido inorgénico
fuerte y provisto de carga mﬁltible.

5. La composicién seglin las reivindicaciones de 1 a
4, en la que el anién se elige entre el grupo formado
por sulfato, citrato-y fosfato.

6. La composicidén segin las reivindicaciones de 1 a
5, en la que el anién es el anién sulfato.

7. La composicidén segin la reivindicacién 6 que
contiene de 10 a 200 mmoles/l de sulfato.

8. La compwsicidén segdin las reivindicaciones de 1 a
7, en la que el pH se sitta entre 5,8 y 6,7,

9. La composicidén seqgin la reivindicacién 8 en la
que el pH se sitlda entre 6,0 y 6,5.

10. La corposiciédn segin la reivindicacién 9 en la
que el pH se sitla en torno a 6,2.

11. La composiciédn segln las reivindicaciones de 1

13T
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a 10 en la que e¢l tampdn se elige entre el grupo formado
por un tampé4n fosfato y un tampédn arginina/HpS04/Nas3S504.

12. La composiciédn segin la reivindicacién 11 en la
que el tamdén es un tampé/n fosfato de 10 a 50 mmolar.

13. La composicién segin las reilvindicaciones de 1
a 12, caracterizada porque consta de uno o varios exci-
pientes farmacéuticamente aceptables.

14, La composicién segin la reivindicacién 13 ca-
racterizada porcue unc o varios exciplientes farmacéuti-
camente aceptables se eligen entre el grupo formado por
sales, diluyentes, disolventes y conservantes farmacéu-
ticamente aceptables.

15. La composicién seqin las reilvindicaciones 13 y
14 en la que los excipientes farmacéuticamente acepta-
bles se eligen del grupo formade por agentes tonificado-
res, polioles, antioxidantes y detergentes no iénicos.

16. La composicién seqin las reivindicaclones de 13
a 15 en la que el excipiente farmacéuticamente aceptable
es un poliol.

17. La composicién segin la reivindicacién 16, en
la que el poliol se elige del grupo formato por la mani-
ta, la sorbita, la glicerina, la trehaleosa y la sacaro-
sa.

18. La composicién segin la reivindicacién 17, en
la que el poliol es la manita.

19. La composicién segin las reivindicaciones de 13
a 18 que comprende un antioxidénte.

20. La composicién segin la reivindicacién 19 en la

154
33
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que el antioxidante es la metionina.

21, La composicidén seqin las reivindicaciones de 13
a 20 que contiene hasta 1 mmol/l de CaClj.

22, La composicién seguin las reivindicaciones de 15
a 22, en la que el detergente no idnico es el polisorba-
to 80, polisorbato 20 o el Pluronic Fé8.

23. La composicién seqgun la reivindicacién 22, en
la que el detergente no iénico es el Pluronic Fé68.

24. La composicidén segin las reivindicaciones 22 &
23, caracterizada porque contiene hasta un 1 % (p/v) de
detergente no iSnico.

25. La conposicién segin una de las reivindicacio-
nes de 22 a 24, caracterizada porque contiene hasta un
0,1 % (p/v) de Jetergente no idnico.

26. La composicidén segin una de las reivindicacio-
nes de 1 a 25 caracterizada porque la proteina eritropo-
yetina es la eritropoyetina humana.

27. La coumposiciétn segin la reivindicacié4n 26, en
la que la proteina eritropoyetina se expresa por activa-
cidén genética enddgena.

28. La conposicién segin las reivindicaciones 26 y
27 caracterizada porque la proteina eritropoyetina tiene
la secuencia ce aminodcidos SEQ ID NO:1 o la SEQ ID
NO:2.

29. La composicidén segin las reivindicaciones de 26
a 28, en la que la proteina tiene la secuencia de la
eritropoyetina humana modificada por adicién de 1 a 6

sitios de gliccsilacién.

ey



10

15

20

25

-76~

30. La composicidén segin las reivindicaciones de 26
a 28 en la que la proteina eritropoyvetina tiene la se-
cuencia de la eritropoyetina humana modificada con una
de las variantes elegida del grupo siguiente:

Asn30Thr32;

AsnSiThr53;

Asn>7Thr59;

Asnb9;

Asn69Thr71;

Ser®8asn69Thr71;

val87asn88rhro0;

Ser87asn881nh 90,

Ser97Asn39G1y99Thr9°;

Ser87asn881hr90Tn,92;

Ser87asnB81hr20A12162;

Asn69Thr71cer87asn88Thr90;

Asn30Thr32va187asn88Th90;

Asn8911e907hr91;

Ser87asn8911e90Thr91;

Asn}36Tnrli8;

Asnl38Thrl40;

Thrl25; y

Prol24qpnpylZ25,

31. La composicidédn seqgin las reivindicaciones de 26
a 30, en la que la secuencia de la eritropoyetina humna
estd modificada por un reordenamiento de por lo menos un
sitio de glicosilacién.

32. La composicién seqgin la reivindicacién 31, en

A4
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la que el reordenamiento consiste en la eliminaciédn de
cualquier sitio de glicosilacién unido mediante N de la
eritropoyetina humana y en la adicién de un sitio de
glicosilacién urido mediante N en la posicién 88 de la
secuencia de la eritropoyetina humana.

33. La composicién segquin la relvindicacidn 31, en
la que la glicoproteina tiene la secuencla de la eritro-
poyetina humana modificada con una modificacién elegida
entre el grupo siguiente:

Gln245er87aAsn88Tnr20;
Gln3835er87asn88Thr90; vy
Gln83ser87asn88 Thro90,

34. La composicidén segin las reivindicaciones de 26
a 33, caracterizada porque la proteina eritropoyetina
definida en una cualquiera de las reivindicacliones esta
pegilada.

35. La composicién segin la reivindicacién 34, ‘ca-
racterizada porcue la proteina eritropoyetina es un con-
jugado, dicho conjugado comprende una proteina eritropo-
yetina provista de por lo menos un grupo amino libre y
provista de una actividad bioldégica “in vivo” que aumen-
ta la produccién de reticulocitos y de glébulos rojos en
la médula ésea y se elige entre el grupo formado por 1la
eritropoyetina humana y los andlogos de la misma que
tengan la secueacia de la eritropoyetina humana modifi-
cada por la adicién de 1 a 6 sitios de glicosilacién o
un reordenamiento de por lc menos un sitio de glicosila-

cién; dicha eritropoyetina estd unida con enlace cova-

|
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lente a “n” grupos polietilenglicol de la férmula -CO-
(CHp) x- (OCH2CH2) y-OR, formando el grupo -CO (es decir,
carbonilo) de cada grupo pelietilenglicel un enlace ami-
dico con uno de dichos grupos amino; en ella, R es al-
quilo de bajo peso molecular; x es el nimero 2 6 3; m es
un nimero entre aprox. 450 y aprox. 900; n es un nGmero
de 1 a 3; ynynm se eligen de tal manera que el peso
molecular del conjugade menos la glicoproteina eritropo-
yetina se sitle entre 20 y 100 kilodaltones.

36. La composicién seqgin la reivindicacién 35 con
una proteina eritropoyetina de la férmula:

P- [NHCO- (CH2) - (OCH2CH2 ) p-ORJ ny (I)

en la que m, n, x y R tienen los significados definidos
antes y P es &l resto de una glicoproteina sin los n
grupos amino qu2 forman enlaces amida con los grupos po-
lietilenglicol.

37. La composicién segun la reivindicacidédn 36, en
la que en la férmula (I}, x es 2, m es un numero de 650
a 750 y n es el nimero 1 y R es metilo.

38. La conposicién segin la reivindicacié4n 34, en
la que la proteina eritropoyetina es un conjugado, dicho
conjugado estad provisto por lo menos de un grupo amino
libre y provisto de una actividad biolégica “in wvivo”
que aumenta la produccién de reticulocitos y de gldébulos
rojos en la médula b6sea y elegida entre el grupo formado
por la eritropcyetina humana y andlogos de la misma que
tengan la estructura primaria de la eritropoyetina huma-

na modificada por la adicién de 1 a 6 sitios de glicosi-

IyT
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lacién; dicha glicoproteina estid unida por enlace cova-
lente con grupos (alcoxl de bajo peso molecular)-
polietilenglicol en un nimero de uno a tres, cada grupo
polietilengliéol estd unido mediante enlace covalente a
la glicoproteira mediante un engarce de 1la férmula
-C(0)-X-5-Y~, formando el C(0O) del engarce o eslabén un
enlace amida con uno de dichos grupos amino, X es

~(CH} k- © —-CHz(0-CH3-CHz}k~, k es un nimero de 1 a 10,

iy Il
o ON\ /\p:ﬁ

el peso molecular medio de cada fraccidn polietilengli-
col se sitda entre 20 kilodaltones y 40 kilodaltones y
el peso molecular del conjugado se sitia entre 51 kilo-
daltones y 175 kilodaltones.

39. El conjugado de la reivindicacién 38 de la £fér-

mula

|4
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en la que n e€s un numero entero de 1 a 3; mes un numero

entero de 450 a 900; R es alquilo de bajo peso molecu-
lar; X es —(CHz}x~- o -CHp(O-CHp~CH2)k-, ¥ P es el resto
de una glicoproteina eritropoyetina sin el grupo aminoc o
los grupos aminos que forman un enlace amida con X.

40. El1 conjugado de la reivindicacién 39, de 1la

férmula:

i OR
P{;N\g)gs,l:éi\v/h‘gj.\//150/\\4;

en la que n es un numero entero de 1 a 3; mes un ndmero
entero de 450 a 900; R es algquilo de bajo peso molecu-
lar; X es - (CH»y)x~ o -CH2{(0O-CHp-CH2)}x~, Y P es el resto
de una glicoprcteina eritropoyetina sin el grupo amino ©
los grupos amincs que forman un enlace amida con X.

41. La composicibdn sequn las reivindicaciones de 1
a 40 que constia de 10 a 10.000 pg de proteina eritropo-

yetina por ml.

14y
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42. La composicidn seqlin las reivindicaciones de 1
a2 41 que consta de 10 a 10.000 ng de proteina eritropo-
yetina por ml, ce 10 a 200 mmoles/l de sulfato y de 10 a
50 mmoles/l de fosfato, pH de 6,0 a 6,5.

43. La composicidn de la reivindicacién 42 que con-
tiene metionina hasta 20 mM, del 1 al 5 % de poliol
{(p/v), hasta un 0,1 % de Pluronic F68 (p/v) y opcional-
mente CaCls hasta 1 mM.

44, La composicién segun las reivindicaciones 42 ¢
43 que contiene del 10 a 10.000 pg de proteina eritropo-
yetina por ml, 40 mmoles/l de sulfato, 10 mmoles/l de
fosfato, el 3 % de manita (p/v), metionina 10 mM, un
0,01 % de Pluroric F68 (p/v), pPH 6,2.

45, La composicién de las reivindicaciones 1 a 41
que contiene de 10 a 10.000 pg de proteina eritropoyeti-
na por ml, de 10 a 100 mmoles/l de NaCl, de 10 a 50 mmo-
les/l de fosfato, pH de 6,0 a 7,0, opcionalmente del 1
al 5 § de un poliol.

46. La composicidén segin la reivindicacién 45 que
contiene metionina hasta 20 mM, hasta un 0,1 % de Pluro-
nic F68 y opcionalmente 7,5 pmoles/l de CaClj.

47. La composicidn de la reivindicacién 45 6 46 que
contiene de 10 a 10.000 pg de proteina eritropoyetina
por ml, 100 mmoles/l de NaCl, metionina 10 mM, un 0,01 %
de Pluronic F68 y 10 mmoles/l de fosfato, pH 7,0.

48. La corxposicién de las reivindicaciones 1 a 41
que contiene de 10 a 10.000 png de proteina eritropoyeti-

na por ml, de 10 a 50 mmoles/l de arginina, pH de 6 a
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6,5, de 10 a 100 mmoles/l de sulfato sédico.

49. La composicién de la reivindicacién 48 que con-
tiene metionina hasta 20 mM, hasta un 0,1 % de Pluronic
F68, opcionalmeate hasta 1 mmol/l de CaCly y opcional-
mente del 1 al % % de un poliol.

50, La composicién de las reivindicaciones 48 6 49,
que contiene de 10 a 10.000 ng de proteina eritropoyeti-
na por ml, 40 mmoles/l de arginina, pH 6,2, 30 mmoles/l
de sulfato sédico, un 3 % de manita, metionina 10 mM, un
0,01 % de Pluronic F68 y opcionalmente 1 mmol/l de
CaClsp.

51. La conposicién de las reivindicaciones 1 a 41
que contiene de 25 a 500 pg/ml de eritropoyetina y
a) fosfato séddico/potésico 10 mM, NaCl 100 mM, pH 7,0 &
b) fosfato sbébdico 10 mM, sulfato sédico 120 mM, pH 6,2 6
c) fosfato sbédico 10 mM, sulfato sédico 40 mM, un 3 % de
manita, pH 6,2 o
d) fosfato sbédizo 10 mM, sulfato sédico 40 mM, un 3 % de
manita, metionina 10 mM, un 0,01 % de Plurcnic F68, pH
6,2 6
e) arginina 40 mM, sulfato sdédico 30 mM, un 3 % de mani-
ta, pH 6,2 6
f) arginina 40 mM, sulfato sédico 30 mM, un 3 % de mani-
ta, metionina 10 mM, un 0,01 % de Pluronic F68, pH 6,2.

52. La composicidn segin las reivindicaciones 1 a
51 en la que la cantidad de eritropoyetina es 50, 100 6
400 pg/ml.

53. La composicién segin la reivindicacién 52 que

4%
Iy



L4

10

15

20

25

-83-
contiene fosfato sédico 10 mM, sulfato sdédico 40 mM, un
3 % de manita, metionina 10 mM, un 0,01 % de Pluronic
F68, pH 6,2.

54. La composicidén segun la reivindicacién 52 que
contiene arginina 40 mM, sulfato sédico 30 mM, un 3 &% de
manita, metionina 10 mM, un 0,01 % de Pluronic F68, pH
6,2.

55. La comp>sicibén sequn las reivindicaciones de 1
2 54 en forma de un liofilizado o de un polvo secado por
atomizacién.

56. Un procedimiento para la preparacién de la com-
posicién segin una cualquiera de las reivindicaciones de
1 a 54, que consiste en mezcla una proteina eritropoye-
tina con una solucién que contiene un anién de carga ne-
gativa miltiple y opcionalmente uno o varios excipientes
farmacéuticamente aceptables.

57. Uso de una composicién seglin una de las
reivindicaciones de 1 a 54 para la fabricacién de
medicamenctos destinados al tratamiento y prevencién de
enfermedades relacionadas con la anemia en pacientes de
insuficiencia reaal crénica (CRF), sida y/o tratamiento
de enfermos de céncer sometidos a la quimioterapia.

58. Método para el tratamiento y prevencién de
enfermedades que incluyen la anemia en pacientes de
insuficiencia renal crénica (CRF}, sida y pacientes de
cdncer sometidos a quimioterapia que-consta de la etapa
de administracién al paciente de una composicién
reivindicada en una cualquiera de las reivindicaciones de

l a 54.
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59. Disposiitivo para la liberacifn persistente local l\*gg
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y sistémica que consta de una composicifn segiin una de

las reivindicaciones de 1 a 54.
60. La irvencién tal como se ha descrito en el

presente escrito.



