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, Radicacion » 2102350 000000 Faliw1 127
Fecha (ND): E00B-L1-10 15045249
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<X Patente de Invencion

SOLICITUD DE:

[] patente de Modelo de Utilidad

R

sild no []

[0 caphuol D4 capitulo 1.
@ Nombre: F.HOFFMANN-LA ROCHE AGI IDEF__]TIFICACION D
C.C. NIT
SOL'C;IA"TE Direccion: Grenzacherstrasse 124,
(71) CH-4070 ce [ ore []
Nacionalidad o Domicllio;: Basle, Suiza
Cual
Lugar de Constitucién: Suiza
Teléfono: 3264270 Fax: 6069701. Namero
E-mail: jlicco@lloredacamacho.com '
1® Nombre: JOSE ANTONIO LLOREDA | C.C. X N [
REPRESENTANTE Direccion: Calle 72 No. 5-83 Piso 50. C.E. D Otro D
O APODERADO Cual
Teléfono: 3264270 Fax: 6069701 Ndmero 17.159.881 TP10.784
E-mall: jlicco@lloradacamacho.com
@ Nombre: Apolion, Papadimitriou
INVENTOR(ES) Direccién: Bachsirasse 38a, 83673 Bichl, (Alemania)
(72)
Nacionalidad o Domicilio: Alemania
PCT (86)
Solicitud Intemacional No. PCT/EP01/05187 . Fecha: 08/05/01
Publicacion Intemaclonal No. WO 01/87329 A1 Fecha: 22/11/01
@ Titulo (54) "COMPOSICION FARMACEUTICA LIQUIDA "
-@ Clasificacién Internaclonal (51) A81K 38/18
@ Prioridad {33) Pals de Origen (32) Fecha (31) Namero de Solicitud
EP 15-05-00 00110355.5

(@) Comprobante de Pago No. 02-65,999

Fecha: Octubre 3/02
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( ANEXOS

g Comprobante de pago de la tasa de presentacién de la sollcitud.
Documento que acredita la existencia y represantacién legal cuando el solicitante sea persona juridica.
E Documento de Representacion Legal.

E Documento de cesién del inventor al solicitante o a su causantse,
[[] peciaraciones

D Copia de la solicitud intemaclonal. (Resumen, descripcion, relvindicaciones, dibujos)
IZI Traduccion de la solicitud internaclonal al castellano. (Resumen, descripcién, reivindicaciones, dibujos)

E Capla del examen preliminar internacional efectuado por la Autoridad Intemacional de Examen Praliminar
(IPEA).

Traduccién del examen preliminar internacional efectuada por la IPEA.
[[] De ser el caso, copla del contrato de acceso.

De ser el caso, documento que acredite la licencla o autorizaciébn de uso de conocimientos tmdiciona.lu de
las comunidades indigenas.

[] Arte Final 12x12.

|:| De ser el caso, informaclén sobre otras solicitudes de patents o titulos obtenidos en ei axtranjerpy‘
mismo titular o su causante, relacionados parcial o totalmente con la Invencion de esta solicitud.

D De ser el caso, modificaciones efectuadas a la solicitud internaclonal, '

E Otroé: Reporte de Bisqueda Internacional y su traduccibn; publicacién con su tra-
i ativo de la ificaciones.

@ FIGURA CARACTERISTICA:

@  soicitola concesion de s patents, }
NOMBRE: JOSE ANTON EDA

b
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ANEXO

El documento que acredita la calidad de REPRESENTANTES
LEGALES en Bogoté de los doctores JOSE ANTONIO LLOREDA
y/o GUSTAVO TAMAYO y/o ANGELA MARIA RESTREPO y/o
ALICIA LLOREDA RICAURTE para TODOS LOS ASUNTOS
RELACIONADOS CON LA PROPIEDAD INDUSTRIAL de la sociedad
peticionarla, que faculta a cada uno de dichos abogados para
actuar Individualmente, se esta presentando con esta solicitud.
En consecuencia, ruego a usted reconocer la personeria de cada
uno de dichos Representantes Legales para actuar dentro del
presente expediente, a fln de que cualquiera de ellos pueda
intervenir en cualquler tlempo respecto de la solicitud en él

contenida.




TRADUCCION OFICIAL NO. 075-2001

DE UN DOCUMENTO ESCRITO EN INGLES

Lepalizaciones de un poder otorgado por I' Hoffmann-La Roche AG con Ceruificacion

Notarial cscritos simultaneamente en ingles y en espafiol

El podir su uncuentra firmado por Dr H -F Czckay y Dr W Spoden como

Administrador Asistentc y Mandatano, respectivamente, de dicha Compaihia

E! Certificado notanal se encuentra firmado por Beat Burgin y tiene el siguente sello

BEAT BURGIN * NOTARIUS BASILIENSIS

No Prot Nota 35072001

A continuacion Apostilla de la Convencién de la Haya de 5 de Octubre de 1961 expedida

tfirmaduo por Heidi Fischer

h. be F-"r"""\

\‘. L4
ra JUAN RANUEL BOTE 10 &ELNA
com T ARJC i
Es traduccion fiel y pleta, de la cual queda copia en el archivo del dumppﬂém-"“ ei s

su confrontacion, a la cual me remmto

Bogotd, D C 17 de Abnil de 2001 %\&Tﬂ' T“‘(‘;‘. wINABA
WGELA * P el

: 1 el
[“\ll 0c
qgsot MO



TRADUCCION OFICIAL No 8307
de un documento escrito en Aleman, el cual para su iden-
tificacidén se sella con el sello de la traductora, lo mismo

que la presente -

Traduccidén de las legalizaciones en alemian que se encuentran a
continuacién de un documento escrito en inglés, por el cual la
firma F Hoffmann~-La Roche AG, domiciliada en Basilea, Suiza,
otorga poder a los Drs JOSE ANTONIO LLOREDA y/o GUSTAVO
TAMAYO y/o ANGELA MARIA RESTREPQ y/o ALICIA LLOREDA y/o JOSE
LLOREDA CAMACHO, domiciliados en Bogota, Colombia Dado y
firmado por los Drs H F Czekay y W Spoden, el 28 de febrero
2001 Sigue autenticacidédn en 1nglés de dichas firmas por el
notario de Basilea, B Bilirgin, el 2 de marzo 2001

APOSTILLA
{Convencién de La Haya)
1 Pais Sulza
Este documento péblico
Ha sido firmado por el Lic iur B Bfirgin
Actuando en calidad de notario piblico

Lleva el sello del mencionado notarlo

Certificado
5 en Basel (Basilea) 6 el 7 de marzo 200f§%
7 por la Cancilleria de Estado del Cantén de BHstdigkadin
8 bajo el No 2 129/ 3 585
9 Sello 10 Firma
Cancilleria de Estado Fdo firma

de la ciudad de Basel (Basilea) Heida Flsche'

¥

€L
ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA, de la cual se deja copla en los ..

archivos de estas oficinas para su confrontaciédn -

L=

Bogota, 24 de abrail 2001 >

LUZ ARR1.G4 DE HERBED
TRADUL LAt E VIERPAETE OFIC

Gheegaf 5o
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L.os abaja firmadas,

. F.Hoffmann-La Roche AG, una sociedad
orgauizdda y existente da conformidad
con las leyes de Suiza,

con domiciio an 4070 Baailea, Suizs

nombramos por el presante a JOSE ANTONIO
LLOREDA ylo GUSTAVO TAMAYO yfo ANGELA
MARIA RESTREPO y/o ALICIA LLOREDA y/o JOSE
LLOREDA CAMACHO, domiciliados en Bogota,
Colombia, con oficinas en dicha ciudad, Calle 72 No.
5-83, piso 6°, nuestros representantes lagales y
verdaderos en Bogotd, con facullades para rechir
notificaciones y nombrar apoderados Judicigles ©
extrgjudiciales, con el fin de dar cumplimiento el
paragralo 1o0. del articulo 543 del decreto 410 de
1971,

Los doctares JOSE ANTONIO LLOREDA ylo
GUSTAVO TAMAYO vyio ANGELA MARIA
RESTREPC ylo ALICIA LLOREDA y/o JOSE
LLOREDA CAMACHO, o los eapoderados gque
cualquiera de ellos designe, quedan especiaimente
facultados para reprasentarnos ante las autoridades
colombianas. administrativas, judiciales o de policla,
en todos IoE trdmites relativos @ la propledad
industrial, a cuyo efecto les faculltamos para dar ante
dichas autoridades todos los pasos necesarios al
objeto indicado; elevar solicitudes, declaraclones,
reclamos y recursos; tomular daescripclones,
enmiendas, oposiciones y apalaciones; Instaurar
cancelaciones y smparos administrativos; sbonar
todos los impuastos y cuotas y efacluar todo otro
pago detarminado por la ley: reciblr todos los
documentos y valores, dando el descargo respectivo;
llenar cuslesquiera ouwos requisitos y tomar, en fin,
lodas las medidas que creyeren conducentes al
resguardo de nueslros inlereses. y en caso de
producirse oposicion, pasando los antecedentas a los
tribunales, quedan facultados para tomar Intervenclon
como demandanies o demandados ante los jueces
que sean competentes, pudiendo transar, someter 8
érbitrps, desistir, percibir y apelar, con todas las
demas facullades que resullen necesarlas, y por el
presenia declaramos desde aehora vdlido y busno
cuanto dichos rapresentantes y/o los apoderados que
cualquiera de ellos nombre hicieren en nuesiro
beneficio.

Asimismo, facultemos a los doctores JOSE
ANTONIO LLOREDA yio GUSTAVO TAMAYO ylo
ANGELA MARIA RESTREPQ y/c ALICIA LLOREDA
y/o JOSE LLOREDA CAMACHO, para soliciter en Ia
Oficina de Propledad Industrial la protocolizacitn de
aste documento y de cuslquier poder que cualqulera
de ellos otorgue a nombre nuestro.

February 28, 2001

Dad¢ ¥ firmado

Dr. H.-F. Czkay Di. W. Spoden

Assistant Manager Holder of
Procuration

The undergigned. .

F.Hoffmann-La Roche AG & corporation
organized and exiecing under the laws
of Switzerland,

of AO'I.O Basel, Switzerland

hereby appoint, JOSE ANTONIO LLOREDA and/or
GUSTAVO TAMAYO andior ANGELA MARIA
RESTREPO and/or ALICIA LLOREDA and/or JOSE
LLOREDA CAMACHO, of Bogota, Colombia, with
offices in sald town, Celle 72 No. 5-83, Sixth Floor,
our lrue end legal reprasentatives In Bogotéd, with
power to recelve nolifications and to eppoint judicial
or extrajudiclal apgents, so as to comply with
paragraph 10. of article 543 of decree 410 of 1971,

Doctors JOSE ANTONIO LLOREDA and/or
GUSTAVO TAMAYO andior ANGELA MARIA
RESTREPQ and/or ALICIA LLOREDA snd/or JOSE
LLOREDA CAMACHO, or the agents by any one of
them appointed, are especlally empowered to
repreasnt us before the administrative, judicial or
police authorities of Colombla, In sll procssdings
perialning to Industdal property, for which purpose we
authorize them to take before the sald euthorities all
the neceasary steps for the said end; to flle petitions,
declarations, clalms, recourses, cancellations and
administrative Injunction proceedings; to draw up
speciiicetions; to fle amendmaents, oppositions and
appeals, to pay all Instaimenis and effect all other
payments prescrbed by law; io recelve proper
recaipts, to comply with all other requirements and, In
short, to take afl those measures which they may
deem fit for the protaction of our interesis; end in
casa of opposition, where the proceedings be passed
over to the courls, we authorize sakd agenls to act on
our behall, as complainants as well as defendants,
before the competent [udges, with full powers to
make arrangomonu Ls surrut to arbltratorl. ta

repraasntatives :'j* oGt
appointed may do? .4;,‘. ¥ b

apply for protocofization of this documenl and of any
power of attorney by any cne of them conferrad in our
neme, befare the Office of Industrial Property.




CERTIFICADO NOTARIAL (INDIVIDUOQ)

Eslados Unigas de Amaérica
Estado de {ss
Condado de

A los dias del mes de de 20
comparecld persongimante ante mi, Notaro
Publico en y por &f condado antes citado,

B quien doy fe de conocer y me consia
que ea/son la persona descrita y firmante del
documento que precede, declarando ante ml que
otorga a! mismo para los fines y propdsitos que en él
$@ pXprasan.

Notary Public (Notario Pablico).

CERTIFICADO NOTARIAL (INDIVIDUO)

Estados Unidos de América

Estado de (a8

Condado da

Alos dias del mes de de 20
comparacid parsanaimente ante
ml, Notario Piblico en y por ol condado antes citado,

a qulen dop e de conocer y me consia
gue es/son la persona descrita y firmante del
documento que precede, declarando ente m[ que
olorgs el mismo pars los fines y propdsitos que en 8l
S8 BXpresan,

Notary Public (Notario PUblico).

CERTIFICADO NOTARIAL (SOCIEDAD)
Suiza

EIREIRREIRNIRENIE
elsisd Baailen
- de 20 01 ‘compareceron

si{es
gpv ‘ﬁ d- laarfg » @ qulen conozco y

de quien m consla que ﬂrmo el anterior documento,
¥ quien debidamante juramentado declard y dijo que
axson Asigtentes de Cerencia
da F.Hoffmann-La

Roche AG la compafila nombrads en
et documanlo, que antaceds, una socledad
debidamenie organizada y existente conforme @ las
leyes JGKEREROD de Suise »
nicondekmiica, domiciliada en la cludad de
Basilaa ., Goodadooisx .
kxiesdmds Suiza , Bsintascbinidesls
MGy y legaimente conslrtuuda para un perlodo de
duracién que adn no ha terminade; que el declarante
estd a autorizado por dicha Compafila pare conferlr
@ste poder; que el sello eslampado por él al ple de tal
poder, en nombre y en representaclén de la
expresada Compaiila, es el sello oficial de ella; y que
el objeto para el cual se confiers este instrumento
esta cornprendido dentro dal de la socledad.

El suscrito Notario ha visto los Estalutos de
incorparacidn firmados en Suiza. Ciudad de .

y certifica que ¢
dicho Estado LS

NOTARIAL CERTIFICATE (INDIVIDUAL)

United States of America e . --,

State of (ss . i
Caunty of s
Onthis dayof .20 , personally

appesred bafore me, a Notary Publlc. in and for the
asbova mentloned county,

to me known to be the person described in and
who axscuted the foregoing document, and who duly
acknowladged to me that executed same for the
uses and purposes therein expressed.

NOTARIAL CERTIFICATE (INDIVIDUAL) “
United States of America
State of {ss
Caunty of
On this day of 20 , personally

sppesred before me, a Nolary Public, in and for the
above mentionad county,

to me known to be the person describad In and who
executed the foregoing document, and who duly
acknowledged to me that executed same for the

uses and purposes thereln expressed.

Y

NOTARIAL CERTIFICATE (CORPORATION) )

nitdor Statdotdlinidrich  Switzerland
State of Basle- (ss

On this_2n4 day ot March . 2001 .
P""'“"'Y Dr. H.-F. Czekay and Dr. W. Spoden

tn me known, and known to mae to be the person who
signed tha farzgolng instrument, who being by me
duly swom did depose and say lla.l.m the .

ey are Assistant
Manager and Holder of F Hoffmann-La

PrMon , the company namad

within, a Corporation organized and exdsting under
the laws of the State of Switserland, Uniieciditeinea:
obhAmmslerx; domiclied at the Clty of Basel, Switzerland

Geuatyof . Shalacak )
BAOS NI IINneIcE, and legally constituted for a
pariod of tenure not yet explred; that the deponent is
authorized by sald Company to confer this power of
attomey; that the seal affixed hereunto by the
deponent in the name and on behalf of said
Corporation [e the comporate esal thereof: end that the
purpose for which this Instrument Is granted Is
Included within the corporate purposes of the

Compeny.

The undersigned Notary Public has seen the arlicles
of Incorporation of sald Corporation executed 8t Syitzer-
land Clty  Simincak o f Basle . under dete of

, and hereby
'3 %J lgvn of uld Siate the
forogolng acknowladqmenl Is suﬂ'lelnnl prool that the

.I. I h
Y lm ‘IMuL-E
] '- EOT'no IEl:mu
s T ST L
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APOSTILLE
(Convention de la Haye du 5 octabre 1961)
L. Land: Schweiz tSulsse)
Dicse éitlentliche Urkunde

, isl 'rr\n.hrlrh .-(

4, sie ist \-.'.'szl-.c-ngk 12, Snleinasipsledipe] des ddesy . ...

Res H-ixt _7 "- -

S. in Base! (Rale) 1Y T R
7. durch die bmu)n uﬁn‘d;‘ Lanluns Ellsel
8. unter Nr. 5700 o

9. Siegel/Stempel : 10. Umerxchrift :







REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

Solicitud Intemacional No.

PCT/EP 01/05187

A, CLASIFICACION DE MATERIA

B. CAMPOS BUSCADOS

IRCT AGIKIB/IB AGIK9/08 AG6IKA702 AGIK4A7/18
Segiin la Closificacién dc Putentes Internacionnl {CP1) v segpin la clasificacion nacional y la CPI

1IPCT

[ Documeniacién minira buscada (sistems de clasiftcacion seguido de simbolos de clasificacion)

ASIK

Documentacién buscads fuera de documentacian minima hasta donde dichos documentos se incluyan en los campos buscados

Base de datos elecirdnica consulmda dursnte la biisqueda intemacional (nomibre de I base de datos y, donde sea priictico, buscar términas usados)

Datos WP], PAJ, Datos CHEM ABS

C. DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

reivindicaciones 19-25
plgina 4, linea 13 - linea 19
plgina 5, line=a 33 - pdgina 6. linea 11
pigina 6, linea 28 - pdgina 7, linea 15
pagina 14,linea 7 - linen 14

cjermplo 1

tabla I

Categorfa ® | Citacién de documento, con indicaciin, donde sea apropiado, de los texios relevantes Relcvanite a i reivindicacidn No.
X WO 96 40073 A (ALKERMES) 127,41,
19 Diciembre 1996 (1996-12-19) 42, 45,
51.52.
55, 56

I m En el recusdro C sc enumersn mils documentos.

& En el anexo se enumeran micmbros de Ia familin de patentes.

® Categorias expeciales de documentos citados:

'A" documento que definc el estado general de la Wenica el cual no se
considers de relevancia

E' documento anterior pero publicado en o despuds de ln fecha de
presentacidn internacional

'L' documonto que puede arrojar dudas sobre reivindiceciones de
prioridad o quc sc cita para establecer la fecha de publicacién de otra
citecidn u otra mein especial (segln se especilica)

‘D" documento que so roflcre a una revelacidn oml, uso, exhibicidn u
otros medios

‘P documento publicado antes de la fecha de presentacién internacional
pero después de la fecha de prioridad reivindicads

T documentn posierior publicado después de la fecha de presentacidn
intemaciona! o fecha de prioridad y que no estd en conflicto con la
solicitud pero citado para entender ¢l principio o teoria que susienta
la invencidn

'X' documento de relevancia particular; Ia invencidn reivindicada no
pucde considerarse mieva o no puede considerarse que comprende
un paso inventivo cuando el documento se torna solo

'Y* documento de relevancia particular; la invencién reivindicada no
puede considerarse que compwende un paso inventivo cuando el
documento se combina con uno o més documnentos, siendo dicha
combinacidn obvia pars una persana experta en 1a técnica

'&’' documento miembro de Ia misma familia de patentes

Fecha de Ia terminacién real de In biisqueds intemacional

Fecha de envio por correo del reporte de bisqueds internacional

Fax: (4+31-70) 340-3016

9 de Octubre de 2001 16/10/2001
Nombre y direceidn de comreo de ISA Funcionario sutorizado
Patent Office, P.B. 5813 Patentloan 2
NL - 2280 HY Rijswijk
Tel. (+31-70) 340-2040, Tx. 3] 631 cponl, Scarpani, U

Ponm PCT/ISAZ10 (haga segumds) {Jalio 1992)




REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL

PCT/EP 01/05187

‘ Solicitud Intemacional No.

C. (Continuacién) DOCUMENTOS CONSIDERADOS RELEVANTES

Categoria® | Cltacidn de documento, con indicacidn, donde sea spropiado. de los textos relevantes Relevante a ln reivindicacidn No.
X GB 2171 304 A (CHUGAI SEIYAKU KK, JP) 1-5,
28 de Agosto de 1986 (1986-08-28) 8-19,
22-27.
41,42,
45, 51,
52, 53, 56
Reivindicaciones 1, 3-7
ejemplos
piging |, linea8 - linea 18
pigina 2, linea 19- lUnea 39
X EP 0909 564 A (CHUGAI SEIYAKU KK, IP) 1-5,
21 dc Abril de 1999 (1999-04-21) 8-19,22,
24,26,
27,41,
45,51,
52,55,56
Reivindicuciones
pidgina 3, linea 5 - linea 50
X US 4992419 A (HWOQOG ET AL) 1-5,
12 de Febrero de 1991 (1991-02-12 8-18,21,
22,24,
26,21,
41,48,
51,52,
55.56
Reivindicaciones
ejemplo 3
tabla 2
X EP 0 178 665 A {CHUGAI SEIYAKU KK, JP) 1-8,
23 de Abril de 1986 (1986-04-23) 8-19, 21,
a6, 27,
41,45,
51,52,
55, 56

reivindicaciones
pigina 2, linea 18 - linea 38
tablas

Forma PCT/ISA/210 {contimmcilu de In boja scpmda) (kv 1997)
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REPORTE DE BUSQUEDA INTERNACIONAL Solicitud Internacional No.
PCT/EP 01/05187
Documentos de Patente citados en Fecha de Miembro(s) de la familia de Fecha de
el informe de bisqueda Publicacidn Patentes Publicacién
WO 9640073 A 19-12-1996 us 5716644 A 10-02-1998
AU 705451 B2 20-05-1999
AU 5972496 A 30-12-1996
AU 705968 B2 03-06-1999
AU 6034196 A 30-12-1996
CA 2223583 Al 19-12-1996
CA 2223834 Al 19-12-1996
CcZ 9703908 A3 13-05-1998
EP 0871433 A2 21-10-1998
EP 0831786 A2 01-04-1998
JP 11506764 T 15-06-1999
NZ 309533 A 30-08-1999
PL 323736 Al 14-04-1998
wo 9640073 A2 19-12-1996
WO 9640074 A2 19-12-1996
GB 2171304 A 28-08-1986 FR 2576792 Al 08-08-1986
JP 2116554 C 06-12-1996
Ip 6072103 B 14-09-1994
JP 62000032 A 06-01-1987
us . 4732889 A 22-03-1988
EP 909564 A 21-04-1999 AU 722300 B2 27-07-2000
AU 2407497 A 19-11-1997
EP 0909564 Al 21-04-1999
Us 6120761 A 19-09-2000
us 6063734 A 16-05-2000
wO 9740850 Al 06-11-1997
JP 3068033 B2 24-07-2000
IP 10182481 A 07-07-1998
JP 2000302689 A 31-10-2000
Us 6277367 Bl 21-08-2001
US 4992419 A 12-02-1991 DE 3729863 Al 16-03-1989
AT 77556 T 15-07-1992
AU 2173988 A 27-04-1989
CA 1330301 Al 21-06-1994
CN 1031801 A, B 22-03-1989
CSs 8805901 A2 13-12-1990
DD 273004 AS 01-11-1989
DE 3872334 DI 30-07-1992
DK 483188 A 06-03-1989
EP 0306824 A2 15-03-1989
ES 2051806 T3 01-07-1994
FI 884051 A.B 06-03-1989
GR 3005454 T 24-05-1993
HK 39495 A 16-06-1995
HU 47863 A2 28-04-1989
IE 60310 B 29-06-1994
IL 87628 A 08-07-1993
JP 1071818 A 16-03-1989
JP 2057196 C 23-05-1996
JP 7080782 B 30-08-1995
KR 9609929 Bl 25-07-1996
LV 10178 A, B 20-10-1994
LV 10393 A, B 20-02-1995
MX 12880 A 01-12-1993
NO 178687 B 05-02-1996
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. Basisofthereport

The basis of this international preliminary examination is the application as originatly filed.
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involve an inventive step (see international search report, in particular the documents
cited X and/or Y and corresponding claim references).
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presentada.
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COMPOSICION FARMACEUTICA LIQUIDA

RESUMEN - OBJETO Y FINALIDAD DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a una composicién
farmacéutica liquida gue contiene una proteina
eritropoyetina, una anién orglnico multicarga en un
tampdn farmacéuticamente aceptable para mantener el pH de
la solucién en un intervalo comprendido entre 5,5y 7,0 y
eventualmente uno o varios excipientea farmacéuticamente
aceptables. Esta composicién es especialmente indicada
para la profilaxis y el tratamiento de enfermedades

relacionados con la eritropoyesis.
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COMPOSICION FARMACEUTICA LIQUIDA

La presente invencién se refiere a una composicién
farmacéutica liquida que contiene una proteina eritropo-
yetina, una anidén organico multicarga en un tampén far-
macéuticamente aceptable para mantener el pH de la solu-
cibén en un intervalo comprendido entre 5,5 y 7,0 y even-~
tualmente uno o varios excipientes farmacéuticamente
aceptables. Esta composicidén es especialmente indicada
para la profilaxis y el tratamiento de enfermedades re-
lacionados con la eritropoyesis.

La eritropoyesis es la produccidén de gldébulos rojos
que tiene lugar para compensar la destruccién celular.
La eritropoyesis es un mecgnismo fisiolbgico controlado
que aporta un nimero suficiente de glébulos rojos capa-
ces de oxigenar debidamente los tejidos. La eritropoye-
tina natural humana (hEPO) se produce en los rifiones y
es el factor de plasma humoral que estimula la produc-
ciéon de glébulos rojos (Carnot, P. y Deflandre, C.
(1906), C.R. Acad. Sci. 143:432; Erslev, A.J. (1953),
Blood 8:349; Reissmann, K.R. (1850) Blood 5:372; Jacob-
son, LO, Goldwasser, E., Freid, W. y Plzak, L.F. (1957)
Nature 179:6331-4). La EPOlde origen natural estimula 1;
divisién y la diferenclacién de precursores de eritroi-
des en el tuétano y despliega su actividad biolégica li-
gando los receptores a los precursos de eritroide
(Krantz, B.S. (1991) Blood 17:415).

La eritropoyetina se obtiene por biosintesis em-
pleando la tecnologia de DNA recombinante (Egrie, J.C.,

Strickland, T.W., Lane, J. y col. (1986) Immunocbiol.



10

15

20

25

~3-
72:213-224) y es el producto de los genes de EPO humana
clonada, insertados y expresados en tejidos celulares de
ovario de hamster chinc ({células CHO). La estructura
primaria de la forma predominante, totalmente procesada,
de la hEPO se ilustra en la SEQ ID NO:1. Hay dos puentes
sulfuro entre Cys’-Cysl6él y cys29-cys33, El peso molecu-
lar de la cadena de polipéptido de la EPO sin las por-
ciones azicar es de 16.236 Da. En la molécula intacta de
EPO, aproximadamente el 40 % del peso molecular se debe
a2 los grupos hidrato de carbono que glicosilan la pro-
teina en sus sitios de glicosilacién (Sasaki, H., Bo-
thner, B., Dell, A. y Fukuda, M. (1987), J. Blol. Chem.
262:12059) .

La eritropoyetina humana es esencial en la forma-
cién de glébulos rojos, por ello esta hormona es nutil
para el tratamiento de trastornos sanguineos caracteri-
zados por una producéibn baja o insuficiente de glébulos
rojos. Clinicamente se utiliza la EPO para tratar 1la
anemia en pacientes con deficiencia renal crdénica {(CRF)
(Eschbach, J.W., Egri, J.C., Downing, M.R. ¥y col.
(1987), NEJM 316:73-78; Eschbach, J.W., Abdulhadi, M.H.,
Browne, J.K. ¥y col. (1988}, Ann. Intern. Med. 111:992;
Egrie, J.C., Eschbach, J.W., McGuire, T., Adamson, J.W.
(1988), Kidney Intl. 33:262; Lim, V.S., Degowin, R.L.,
Zavala, D. y col. (1989), Ann. Intern. Med. 110:108-114)
y en paciente de sida y céncer que se someten a quimio-
terapia (Danna, R:P., Rudnick, S.A., Abels, R.I. en: M.

B. Garnick, coordinador, Erythropoietin in Clinical Ap-
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plications - An International Perspective, Nueva York,
NY: Marcel Dekker, 1990, pp. 301-324).

lLas composiciones farmacéuticas conocidas tienen
por lo menos uno de los inconvenientes siguientes:

- son liofilizados. Aparte del complicado procedi-
miento de fabricacién, los liofilizados tienen el incon-
veniente de que tienen que reconstituirse antes de in-
yectarse a los pacientes. Esto obliga a una manipulacién
adicional a cargo del personal médico, que resulta mo-
lesto y conlleva el riesgo de que se manipuie incorrec-
tamente el producto farmacéutico;

- llevan ccmo aditivo albimina de suero humano. La
albimina de sueroc humano es un productc derivado de un
liquido corporal humano, con consiguiente existe el
riesgo de una infeccién virica debida a los contaminan-
tes de la preparacién de albuimina. Son posibles ademas
reacciones alérgicas:

- todas las composiciones de eritropoyetina comer-
ciales, actuvalmente disponibles, son inestables a tempe-
raturas elevadas, es decir, a una temperatura superior a
la del frigorifico, que se sitla normalmente entre 2 y
8°C. Por esta rezé4n tienen que guardarse en un frigori-
fico (2-8°C) y no pueden almacenarse a temperatura am-
biente (en tornc a 20°C). Esto implica un incremento de
los costes, debido al almacenaje y transporte a baja
temperatura y ademds complica el manejo del producto
farmacéutico. En este contexto “inestable” significa que

el almacenaje a temperaturas elevadas, p.ej. 25°C duran-
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te un periodo de tiempo prolongado (p.ej. varlos meses o
mas de 6 meses) conduce a la degradacié4n de la proteina.
Degradacién en este contexto significa cambios fisicos
(p.ej. agregacidén o desnaturalizacién) o cambios quimi-
cos (p.ej. oxidaclién o modificacién de los enlaces qui-
micos en general) de la molécula de proteina que es sa-
bide tienen lugar con preferencia a temperaturas eleva-
das (superiores a 8°C). La incubacién de una proteina
cerca o por encima de su temperatura de transiciédn (tam-
bién llamada temperatura de fusién) conduce a un desple-
ganiento (“unfolding”) de la proteina, es decir, se
pierden la estructura nativa y la actividad biolégica
del polipéptido. La temperatura de transicidn guarda una
estrecha relacién con la estabilidad térmica de la pro-
teina y depende del entorno de la proteina (p.ej. el pH,
las sales, la fuerza ibnica, la sustancia tampdn, etc.).
Por ejemplo, 1la desnaturalizacién puede conducir a 1la
agregacidédn de les moléculas de eritropoyetina, es decir,
a la formacién de dimeros {(covalentes ¢ no covalentes),
2 agregados de orden superior o incluso a macroparticu-
las. Esto se traduce en una reducciédn de la potencia del
farmaco y puede inducir a efectos secundarios molestos
después de la inyeccién a pacientes humanos.

El objetivo persequido por la presente invencién
es, pues, el proporcionar una compesicidén que sea capa:z
de minimizar o evitar los inconvenientes recién mencio-
nados.

Este objetivo se alcanza segin la presente inven-

2%
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cién presentando una composicién farmacéutica que tenga
una proteina eritropoyetina, un anién inorgénico tipo
multicarga en una solucién tampén de pH entre 5,5 y 7,0
y opcionalmente uno o varios excipientes farmacéutica-
mente aceptables.

Ahora se ha encontrado de forma sorprendente que
formulando una eriltropoyetina en esta composicién mejora
su estabilidad a temperaturas superiores a la temperatu-
ra del frigorifico (2-8°C), en especial a temperatura
ambiente (es decir, por debajo de 25°C) e incluso a tem-
peraturas elevadas, p.ej. a 40°C. Esto significa que la
composlicidén puede almacenarse sin enfriar durante un
tiempo prolongado sin perder una parte importante de su
actividad y sin degradarse de forma significativa.

A menos que se indique lo contrario, las definicio-
nes siguientes ilustran y explican el significado y al-
cance de varios términos empleados en la descripcién.

El término “anién inorgénico del tipo multicarga”
significa un anién inorganico que tiene dos o mas cargas
negativas en cada molécula, por ejemplo el anién sulfato
SO042- o el fosfato, p.ej. el hidrogenofosfato HP0O42~. El
anién inorgénico de carga miltiple puede afladirse en
forma de la sal correspondiente, p.ej. la sal sédica, la
sal potésica y las mezclas de las mismas, y/o en forma
de una sustancia tampén, p.ej. tampén fosfato.

El término “iscosmdético o isotbdnico” significa una
solucién que puede mezclarse con liquidos corporales &in

que afecte a sus constituyentes. Las soluclones que son
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isoténicas con la sangre, por ejemplo el cloruro sbédico
del 0,9 &%, tienen la misma presidén osmbtica que el suero
y no afectan a las nmembranas de los glébulos rojos. En
general, las soluciones que son isoténicas con la sangre
tienen una concentracién en torno a 290 mosm/kg de H5O.

El término “acido inorgédnico fuerte” significa un
dcido inorgadnico que en una solucién 1 N presenta una
disociacién comprendida entre el 20 y el 100 %, por
ejemplo el H2S504.

El término “farmacéuticamente aceptable” significa
que el tampdn o las sales son aceptables desde el punto
de vista toxicolégico.

El término “diluyente” significa un ingrediente de
una preparaciétn medicinal que no posee actividad farma-
coldégica pero que es necesario ¢ deseable desde el punto
de vista farmacéutico. Un diluyente puede ser por ejem-
plo un liquido para disolver el (los) farmaco(s) a in-
yectar, p.ej. el agua.

El término “disolventes” significa un liquido que
mantiene otra sustancia en solucién, es decir, la di-
suelve, p.ej. el agua.

El término “conservantes” significa una sustancia
que se afiade a una composicién farmacéutica para preve-
nir el crecimiento bacteriano, p.ej. el cloruro de ben-
zalconio o el alcohol bencilico.

El término “poliol” se refiere a cualquler sustan-
cia que posea varios grupos hidroxilo, incluyendo a los

alcoholes polihidricos y a los hidratos de carbono. Los
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hidratos de carbono son moléculas ciclicas que tiene un
grupo ceto o aldehido, p.ej. la sucrosa y la trehalosa.

El término “eritropoyetina” o proteina eritropoye-
tina” significa una protelna que posee la actividad bio-
légica “in vivo” de incrementar la produccidén de reticu-
locitos y glébulos rojos en el tuétano y que se elige
entre el grupo de la eritropoyetina humana y los analo-
gos de la misma que se definen posteriormente.

El término “eritropoyetina pegilada (Peg-EPQ o PEG-
EPQO)” se reflere a la proteina eritropoyetina unida me-
diante enlaces covalentes a uno, dos o tres derivados de
polietilenglicol que se describen posteriormente.

El término “dispositivo” significa un artefacto pa-
ra un propédsito especifico. En la presente invencién, el
propésito persequido es permitir, apoyar o facilitar la
administracién de la composicién farmacéutica liquida.

Descripcién de las fiquras:

Figura 1: Estructura primaria de la EPO humana (165
aminoAcidos) (SEQ ID NO:1).

Figura 2: Estructura primaria de la EPO humana (166
aminoacidos) (SEQ ID NO:2).

Figura 3: Estabilidad térmica en funcién del pH.
Presenta la temperatura de transicién frente al pH.

Figura 4: Influencia de la fuerza ibnica en la es-
tabilidad térmica. Se representa la temperatura de tran-
sicién frente a la concentracidén de fosfato.

Figura 5: Dependencia de la estabilidad térmica de

la sustancia tampdn,
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La figura 6 muestra que el sulfato es también un
tampédn/aditivo idéneo en un pH bajo (p.ej. PR 6,2),
mientras que el fosfato es menos indicado a pH 6,2 que a
pH 7,5. Esto demuestra que el sulfato da una gran esta-
bilidad térmica, incluso a pH bajo.

Figura 7: Agregacién de la peg-EPO en funcidén del
pH. Se analizan con SDS-PAGE las muestras de peg-EPO que
se han sometido al calor (tal como se describe antes).
Las proteinas se tiflen con plata. Calle 1: peso molecu-
lar estiAndar. Calle 2: pH 5. Calle 3: pH 5, reducido.
Calle 4: pH 6. Calle 5: pH 6, reducido. Calle 6: pH 6,5.
Calle 7: pH 6,5, reducido. Calle 8: pH 7. Calle 9: pH 7,
reducido. Calle 10: peg—-EPO no sometido al calor.

La figura 8 muestra que el uso de 1 mg/ml de ace-
tilcisteina como antioxidante evita 1la formacién de
agregados por accibén del calor. Agregacidn de pegEPO so-
metida al calor (20 min. a B80°C): calle 1l: -pegEPO a pH
7,5 no sometida al calor; calle 2: pegEPQ a 7,5 sometida
al calor; calle 3: pegEPO a pH 6,2, sometida al calor;
calle 4: pegEPO a pH 6,2, sometida al calor, reducida;
calle 5: pegEPO a pH 7,5 + 1 mg/ml de N-acetil-cisteina,
sometida al calor; calle 6: pegEPO a pH 7,5 + 1 mg/ml de
N-acetilcisteina, sometida al calor, reducida.

Figura 9: Contenido de d&cido sidlico (NANA) en
muestras de peg-EPO de nuevas formulaciones, almacenado
durante seis meses a diversas temperaturas.

Figura 10: Ensayo de yioactividad en ratén de mues-

tras de peg-EPO después de almacenarse en fosfato sédico

Ky
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10 mM, sulfato sédico 40 mM, manita del 3 &% (p/v), pH
6,2, durante 6 meses a diversas temperaturas.

Figura 11: Superposicién de cromatogramas de exclu-
8ién de tamafio de muestras de peg-EPQO almacenadas duran-
te 6 meses en fosfato sbédico 10 mM, sulfato sddico 40
mM, manita del 3 % (p/v), pH 6,2 {(de abajo hacia arriba:
tampdn, material de partida, 4°C, 25°C, 30°C y 40°C).

Con mayor detalle, la presente invencidn se refiere
a una composicidén farmacéutica liquida que contiene una
proteina eritropoyetina, un anién inorgadnico de wvarias
cargas en un tampé4n farmacéuticamente aceptable, idéneo
para mantener el pH de la solucién en el margen compren-
dido entre 5,5 y 7,0 y opcionalmente uno o varios exci-
pientes farmacéuticamente aceptables.

En una forma preferida de ejecucién, la composicién
es una solucién liquida, p.ej. una scluclén acuosa. En
una forma preferida de ejecucién de la invencidén, las
composiciones farmacéuticas anteriores son soluciones
isotbénicas.

El anién se selecciona con preferencia entre los
aniones de Acidos inorgdnicos fuertes, por ejemplo el
H2S04, H3PO4 o0 el &cido citrico. Por consiguiente, los
aniones preferidos se seleccionan entre el grupo formado
por sulfato, fosfato y citrato, con preferencia sulfato
o fosfato y con mayor preferencia sulfato. La concentra-
cién del anidén inorgidnico de varias cargas puede variar
entre 10 y 200 mmoles}l, p.ej. entre 10 y 200 mmoles/l

en el caso del anién sulfato.
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Los tampones a utllizar en la presente invencién
para mantener el pH en el intervalo comprendido entre
5,5y 7,0, con preferencia en el intervalo de 5,8 a 6,7,
con mayor preferencia todavia en el intervalo de 6,0 a
6,5 y con preferencia especial en un pH en torno a 6,2,
pueden ser tampones convencionales de Acidos organicos o
inorganicos (p.ej. tampbdn fosfato, tampé4n argini-
na/Hz804/Naz804 o cualquier otro sistema tampdn farma-
céuticamente aceptable). En una forma preferida de eje-
cucién, la composicidén contiene un tampén fosfato o ar-
ginina/H2504/NazS804, con mayor preferencia de 10 a 50
mmoles/l de tampén fosfato. Obviamente, las combinacio-
nes de estos sistemas tampédn forman también parte de la
presente invencién. El1 pH puede ajustarse con una base
apropiada, p.ej. NaOH en el sistema tampdén fosfato y un
dcido adecuado, p.ej. acido sulfirico en el sistema tam-
pon arginina, respectivamente.

Las composiciones de la presente invenciédn pueden
comprender uno o varios excipientes farmacéuticamente
aceptables. Estos excipientes farmacéuticamente acepta-
bles pueden elegirse entre sales, diluyentes y/o disol-
ventes y/o conservantes farmacéuticamente aceptables,
etc. p.ej. agentes tonificadores (agentes isoténicos),
polioles, antloxidantes y detergentes no iénicos. Son
ejemplos de estas sustancias el cloruro sédico, el clo-
ruro célcico, la sorbita, la manita, la glicerina, 1la
sacarosa, la trehalosa, la acetilcisteina, el polisorba-

to 20, el polisorbato 80 o el Pluronic F68.
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En una forma preferida de ejecucidn de la presente
invencién, las composiciones farmacéuticas contienen un
poliol seleccionado entre el grupo de la manita, sorbi-
ta, glicerina, trehalosa y sacarosa, con preferencia la
manita. La concentracién del poliol puede variar entre
el 1 yel 10 & (p/v).

Son ejemplos de antioxidantes la cisteina, la me-
tionina, la acetilcisteina y el A4cldo ascérbico, con
preferencia la metionina. Los antioxidantes se afaden
normalmente en una concentraclé4n comprendida entre el
0,0l yel 0,5 8% (p/v) o, pP.ej. en el caso de la metioni-
na, en una concentracién de 1 a 20 mM,

Ademds, las composiciones antes descritas pueden
contener opcionalmente un agente isotonificador en una
cantidad del 0,01 al 0,9 % en peso. Estos compuestos son
conocidos por el técnico en la materia; son ejemplos de
tales agentes el cloruro sédico y el sulfato sédico. En
una forma preferida de ejecucién, la composicién puede
contener ademds un detergente no idénico, por ejemplo un
polisorbato 20, polisorbato 80 o Pluronic F 68, con pre-
ferencia el Pluronic F 68, p.ej. en una cantidad de hast
el 1 § (p/v), con mayor preferencia de hasta el 0,1 %
(p/v), p.ej. del 0,001 al 0,01 & (p/v).

La composicién anterior puede contener ademas sales
adicionales, p.ej. hasta 1 mmol/l de CaClj.

La presente invencién es especialmente dtil para la
preparacion de composiciones farmacéuticas que, como in-

grediente activo farmacéutico, contienen eritropoyetina.
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El término “eritropoyetina” o “proteina eritropoyetina”
o “EPO” indica lo siguiente: estos términos se refieren
en concreto a una glicoproteina, a saber la eritropoye-
tina humana que tiene la secuencia de aminoécidos repre-
sentada en la (SEQ ID NO:1) o (SEQ ID NO:2}) o una se-
cuencia de aminodcidos fundamentalmente hombéloga de las
anterlores, cuyas propiedades bioldéglicas estimulan 1la
produccién de glébuleos rojos y la divisién y diferencia-
ciébn de los precursores de eritroide en la médula Osea.
Tal como se utilizan en el presente escrito, estos tér-
minos abarcan también a las proteinas -modificadas de
forma deliberada, por ejemplo mediante mutagénesis diri-
gida a un sitio, o de forma accidental por mutaciones.
Esto términos abarcan también a los andlogos que tienen
de 1 a 6 sitios adicionales para la glicosilacién, a los
andlogos que tienen por lo menos un aminoacido adicional
en el extremo terminal carboxi de la glicoproteina, en
la que el aminoadcido adicional incluye por lo menos un
sitio de glicosilacién, y a los andlogos que tienen una
secuencia de aminodcido que incluye un reordenamiento de
por lo menos un sitio para la glicosilaciébn. Estos tér-
minos incluyen tanto 1la eritropoyetina natural humana
como la obtenida por recombinacién.

Tal como se describe seguidamente con detalle, la
obtenciédn y purificacién de la EPO son bien conocidas en
la técnica. Se entiende por eritropoyetina la proteina
natural o recombinante, preferentemente humana, obtenida

a partir de una fuente convencional, por ejemplo teji-
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dos, sintesis proteica, cultivo celular de células natu-
rales o recombinantes'.- Abarca también a las proteinas
que tienen la actividad de la eritropoyetina, por ejem-
plo las muteinas y las proteinas modificadas de otro mo-
do. La EPO recombinante puede sintetizarse por expresién
en lineas celulares CHO, BHK o Hela, por tecnologia de
DNA recombinante o por activacidédn genética endbgena. La
expresidén de proteinas, incluida la resultante de acti-
vacién genética endbébgena, es bien conocida en la técnica
y sSe ha publicado por ejemplo en las patentes US n°
5,733,761, 5,641,670 y 5,733,746 y en la publicacién de
patente internacional n°® WO 93/05222, WO 94/12650, WO
95/31560, WO 90/11354, WO 91/06667 y WO 91/09955, cuyos
contenidos se incorporan a la presente en calidad de re-
ferencias. Las especies preferidas de EPO para la obten-
cién de productos de glicoproteina eritropoyetina son
las especies de EPO humana. Con mayor preferencia, la
especie EPQO es la EPO humana que tiene la secuencia de
aminoicidos representada en la SEQ ID NO:1 y en la SEQ
ID NO:2, con mayor prefqrencia la secuencia de aminoaci-
dos correspondiente a la SEQ ID NO:1.

La eritropoyetina puede ser ademds un andlogo de
glicoproteina que tenga de 1 a 6 sitios adicionales para
glicosilar. La glicosilacién de una proteina con uno o
varios grupos oligosacaridos tiene lugar en puntos o
ubicaciones especificas a lo largo de la cadena de poli-
péptido y afecta en gran manera a las propiedades fisi-

cas de la proteina, por ejemplo la estabilidad, la se-
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crecidén, la localizacién subcelular y la actividad bilo-
légica. La glicosilacién es normalmente de dos tipos.
Los oligosaclridos con enlaces 0O estan unidos a restos
serina o treonina y los oligosacéridos con enlaces N es-
tan unidos a restos asparagina. Un tipo de oligosacérido
que se halla tanto entre los oligosacdridos de enlaces N
Y los de enlaces O es el acido N-acetilneuraminico (Aci-
do sidlico), que es un grupo de aminoazicares que con-
tienen 9 Atomos de carbono o mas. El Acido siflico es
normalmente el resto terminal tanto de oligosacaridos de
enlaces N como de enlaces O y, debido a que lleva una
carga negativa, confiere propiedades acidas a la glico-
proteina. La eritropoyetina humana que tiene 165 aminoa-
cidos consta de tres cadenas de oligosacidrido con enla-
ces N y una cadena con enlace 0O, cadenas que forman
aproximadamente el 40 % del peso molecular total de la
glicoproteina. La glicosilacién con enlace N tiene lugar
en restos asparagina situados en las posiciones 24, 38 y
83 y la glicosilacién con enlace O tiene lugar en un
resto serina situvado en la posicidén 126. Las cadenas de
oligosacarido se modifican con restos acldo sidlico ter-
minales. La eliminacién enzimdtica de todos los restos
acldo sidlico que tiene la eritropoyetina glicosilada se
traduce en una pérdida de actividad “in vivo” pero no
“in wvitro”, porque la sializacién de la eritropoyetina
impide su fijacién y posterior eliminacién por accién de
la proteina de fijacién hepética.

El término “eritropoyetina” de la presente composi-

T
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ciétn farmacéutica incluye a los andlogos de eritropoye-
tina humana que presentan uno o varlos cambios en la se-
cuencia de aminoidcidos propia de la eritropoyetina huma-
na, resultando de ello un aumento del numero de sitio
para el anclaje del é&cido sidlico. Estos andlogos de
glicoproteina pueden generarse por mutagénesis dirigida
a un sitio que comporte adiciones, eliminaciones o sus-
tituciones de restos aminodcido que aumenten o alteren
los sitios disponibles para la glicosilacién. Los anélo-
gos de glicoproteina que poseen niveles de &cido siilico
superiores a los que se encuentran en la eritropoyetina
humana se generan afiadiendo sitios de glicosilacién que
no perturban la conformacién secundaria o terciaria exi-
gida para la actividad bioldégica. Las glicoproteinas de
la presente invenciédn incluyen ademds a los andlogos de
mayores niveles de uniones de carbohidratos en el sitio
de glicosilacién, lo cual normalmente supone la sustitu-
cién de uno o varios aminodcidos muy préximos a un sitio
con enlace N o con enlace 0. Las glicoproteinas de la
presente invencidén abarcan ademas a los andlogos que
tienen uno o varios aminoldcidos que salen del extremo
carboxi de la eritropoyetina y que proporcionan por lo
menos un sitio carbohidrato adicional. Las proteinas de
eritropoyetina de la presente invencién incluyen ademéas
a los andlogos que tienen una secuencia de aminodcidos
en la que ha tenido lugar un reordenamiento de por lo
menos un sitlio de glicosilacién. Tal reordenamiento de

sitios de glicosilacién incluye la supresidtn de uno o
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varlos sitios de glicosilacién de la eritropoyetina hu-
mana y la adicién de uno o varios sitios de glicosila-
cién de origen no natural. El aumento del nimero de ca-
denas carbohidrato en la eritropoyetina y, por tanto,
del numero de &cidos sidlicos por molécula de eritropo-
yetina puede conferir propiedades ventajosas, por ejem~
plo una mayor solubilidad, mayor resistencia a la pro-
tedlisis, menos inmunogenicidad, mayor vida media del
suero Yy mayor actividad blolégica. Los andlogos de eri-
tropoyetina con sitios adicionales de glicosilacién se
describen con mayor detalle en la solicitud de patente
europea 640619, presentada por Elliot, publicada el 1 de
marzo de 1995.

En una forma preferida de ejecucidn, la composiciédn
farmacéutica de la presente invencién contiene proteinas
eritropoyetina con una secuencia de aminoacidos que in-
cluye por lo menos un sitio adicional para la glicosila-
cién, por ejemplo y sin limitarlas a &1 las eritropoye-
tinas que contienen la secuencia de la eritropoyetina
humana modificadas con una de las modificaciones elegi-
das del grupo siguiente:

Asn30rhr32;

Asnd1lThr53;

Asn3TThr39;

Asn69;

Asn69Thr71;

Ser68asn69Thr71;

val87asn881hr90;

. 1
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Ser87nsn88Tnr90;

Ser87asn88G1y89Thr 90,

Ser57Asn33Thr90Thr92;

Ser87asn®8Thr90a1a162;

Asn69Thr71lser87asn88thr90;"

Asn30Thr32va187a9nBBThr90;

Asn8911e90Thr91;

Ser87Asn8911e90Thr91;

Asnl36rnrl386,

Asnl3Brhr140;

Thrl25; Y

Prol24Thrl25,

La notacién utilizada en este escrito para la modi-
ficacibn de la secuencia de aminodcidos significa que la
posicién de la proteina no modificada correspondiente
(p.ej. hEPO de la SEQ ID NO:1l o de la SEQ ID NO:2) indi-
cada con el superindice se ha convertido en el aminogéaci-
do que precede inmediatamente al superindice en cues-
tidn.

La proteina eritropoyetina puede ser ademas un anda-
logo que tenga por lo menos un anminodcido adicional en
el extremo carboxi de la glicoproteina, en cuyo caso el
aminoAcido adicional contiene por lo menos un sitio de
glicosilacién. El aminodcido adicional puede contener un
fragmento péptido derivado del extremo carboxi de la go-
nadotropina coriénica humana. La glicoproteina es con
preferencia un analogo elegido entre el g¢grupo formade

por (a) la eritropoyetina humana que posee la secuencia

L'O
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de aminoAcidos Ser Ser Ser Ser Lys Ala Pro Pro Pro Ser
Leu Pro Ser Pro Ser Arg Leu Pro Gly Pro Ser Asp Thr Pro
Ile Leu Pro Gln (SEQ ID NO:3), como prolongacién del ex-
tremo carboxi; (b) el andlogo de (a) que comprende ade-
mas la EPO del tipo Ser87Asn88Thr99; y (c) el anadlogo de
(a) que comprende adem&s la EPO del tipo Asn30Thr32va187
Asn88Thr90,

La proteina eritropoyetina puede ser ademds un ana-
logo que tenga una secuencia de amino&cidos que tenga
por lo menos un sitio de glicosilasién. E1 reordenamien-
to puede suponer la eliminacié4n de los sitios de car-
bohidrato unidos con enlace N de la eritropoyetina huma-
na y ademds la adicién de un sitio carbohidrato unido
con enlace N a la posiciétn 88 de la secuencia de aminoé-
cldos de la eritropoyetina humana. La glicoproteina es
con preferencia un andlogo elegido del grupo formado por
la EPO del tipo G1n245er87asn®8Thr90; 1a EPO del tipo
G1n385er87Asn®8Thr90; y la EPO del tipo GlnB83ser87asn8S
Thr90,

Mads en particular, la proteina eritropoyetina de la
presente composiciétn farmacéutica antes descrita puede
contener derivacos pegilados de la misma. Los derivados
pegilados de la eritropoyetina y su obtencién se conocen
en la técnica y se describen por ejempleo en los documen-
tos siquientes: EP-A-539,167, EP-A-605,963, WO 93/25212,
WO 94/20069, WO 95/11924, patente US n° 5,56, EP-A-
584,876, WO 92/16555, WO 94/28024, WO 97/04796, patentes

US n° 5,359,030 y 5,681,811, patente US n°® 4,179,337,
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patente japonesa, WQ 98/32466, patente US n® 5,324,650.
Una forma preferida de ejecuciétn de las especies de eri-
tropoyvetina pegilada es la constituida por los derivados
que se describen posteriormente.

La presente invencién se reflere, pues, también a
un conjugado de eritropoyetina, dicho conjugado compren-
de una proteina eritropoyetina tal como se ha descrito
antes, provista de por lo menos un grupo amino libre vy
provista de una actividad biolégica “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 la
eritropoyetina humana y 1los andlogos de la misma que
tengan la secuencia de la eritropoyetina humana modifi-
cada por la adicién de 1 a 6 sitios de glicosilacién o
un reordenamiento de por lo menos un sitio de glicosila-
cidén; dicha eritropoyetina estid unida con enlace cova-
lente a “n” grupos polietilenglicol de la férmula -CO-
(CHp) ¢y~ (OCH2CH2 ) p~OR, formando el grupo -CO (es decir,
carbonilo) de cada grupo polietilenglicol 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 nuimero entre aprox. 450 y aprox. 900; n es un ndmero
de 1 a 3; y nym se eligen de tal manera que el peso
molecular del conjugado menos la glicoproteina eritropo-
yetina se sitie entre 20 y 100 kilodaltones. Esta inven-
cién proporciona composiciones farmacéuticas que contie-
nen los conjugados descritos, en ellas el porcentaje de

conjugados en los que n es 1 se sitda por lo menos en el
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noventa por ciento, con preferencia por lo menos en el
noventa y dos por ciento, o con mayor preferencia en el
noventa y seis por cliento de todos los conjugados de la
composicidn.

Los conjugados anteriores pueden representarse mas
especificamente por la férmula (I)

P- [NHCO- (CH2) x— (OCH2CH2) n—OR1 py (1)

en la que P es el resto de una proteina eritropoyetina
tal como se describe en este documento (es decir, sin el
grupo amino o 108 grupos amino que forman un enlace ami-
da con el carbonilo que aparece en 'la férmula I), y tie-
nen una actividad biolégica “in vivo” que consiste en
incrementar la produccién de reticulocitos y de glébulos
rojos en la médula ¢sea; y en ella, R es alquilo de bajo
peso molecular; x es el nimero 2 & 3; m es un numero de
450 a 900; n es un nimero de 1 a 3; y n y m se eligen de
tal manera que el peso molecular del conjugadc menos la
glicoproteina eritrgpoyetina se sitie entre 20 y 100 ki-
lodaltones.

Tal como se emplea en este escrito, “alquilo de ba-
jo peso molecular” indica un grupo alquilo lineal o ra-
nificado que tiene de uno a seis atomos de carbono. Son
ejemplos de grupos alquilo de bajo peso molecular el me-
tilo, etilo e isopropilo. Con arreglo a esta invenéibn,
R es cualquier alquilo de bajo peso molecular. Son pre-
feridos los conjugados en los que R es metilo.

El simbolo “m” significa el nuimero de restos oéxido

de etileno (OCHCH3) dentro del grupo poli(6xido de eti-
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leno). Una subunidad PEG (polietilenglicol) del éxido de
etileno tiene un pesoc molecular de 44 daltones. De este
modo, el peso molecular del conjugado (excluyendo el pe-
50 molecular de la EPQ) dependerd del nimero “m”. En los
conjugados de esta invencién, “m” es un nimero entre
aprox. 450 y aprox. 900 (equivalente a un peso molecular
entre 20 y 40 kDa), con preferencia entre 650 y 750
(equivalente a un peso molecular de aprox. 30 kDa). El
nimerc “m” se elige de tal manera que el conjugado re-
sultante de esta lnvencién tenga una actividad fisiold-
gica similar a la de la EPO no modificada, dicha activi-
dad puede suponer el mismo valor, un valor superior o
una fraccién del valor de la actividad que despliega la
EPO no modificada. Un peso molecular de “aprox.” un
clerto nGmero significa un margen razonable en terno a
este nimero, tal como se determina con las técnicas ana-
liticas convencionales. El nimero “m” se elige de tal
manera que el pesc molecular de cada grupo polietilen-
glicol unido con enlace covalente a la glicoproteina
eritropoyetina se sitle entre 20 y 40 kDa, con mayor
preferencia en torno a 30 kDa.

En los conjugados de esta invencién, el nimero “n”
es el numero de grupos polietilenglicol unidos con enla-
ce covalente a los grupos amino libres (incluidos los
grupos g-amino de un aminodcido lisina y/o el grupo ami-
no terminal amino) de una proteina eritropoyetina me-
diante enlace(s) amida. El conjugado de esta invgncibn

puede tener uno, dos o tres grupos PEG por cada molécula
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de EPO. “n” es un nimero entero situado entre 1 y 3, “n”
es con preferenclia el ndimero 1 6 2, y con mayor prefe-
rencia “n” es 1. Un conjugado preferido entre los conju-
gados descritos antes estd constituido por los compues-
tos en los que X es el nimero 2, m es un nimero entre
650 v 750, n es el nimero 1 y R es metilo.

El compuesto de la férmula (I} puede obtenerse a

partir de material polimérico conocido:

RO(CH,CH,0),(CH,) COON
o )

en la que R y m tienen los significados definidos antes,
por condenscién del compuesto de la f6érmula II con gli-
coproteina eritropoyetina. Los compuestos de la férmula
(II) en la que x es 3 son alfa(alcoxi de bajo peso mole-
cular)-ésteres succinimidilo del Aacido butirico de po-
lietilenglicol (alcoxl de bajo peso molecular-PEG-SBA).
Los compuestos de la férmula (II) en los que x es 2 son
alfa({alcoxi de bajo peso molecular)-ésteres succinimidi-
lo del &cido propidnico del polietilenglicol (alcoxi de
bajo peso molecular-PEG-SPA). Puede utilizarse cualquier
método convencional de reaccién de un éster activado con
una amina para formar una amida. En la reaccidén descrita

anteriormente, el éster de succinimidilo del ejemplo es

4s
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un grupo saliente que provoca la formacién de una amida.
El uso de ésteres de succinimidilo tales como los com-
puestos de la férmula II para obtener conjugados de pro-
teinas se describe en la patente U.S. n® 5,672,662, pu-
blicada el 30 de setiembre de 1997 (Harris y col.).

La EPO humana contiene nueve grupos amino libres,
el grupc arino terminal amino y los grupos s-amino de 8
restos lisina. Cuando el reactivo de pegilaciétn se com-
bina con un compuesto SBA de la fé4rmula II, se observa
que a pH 7,5 se produce una proporcidn de proteina:PEG
de 1:3 y cuando la temperatura de reaccidtn se sitia en-
tre 20 y 25°C se produce una mezcla de especies mono-,
di-pegilada y trazas de la especie tri-pegllada. Cuando
el reactivo de pegilacién es un compuesto SPA de la fér-
mula II, en las mismas condiciones salvo que la propor-
cién proteina:PEG es de 1:2, se produce una esgpecie ba-
sicamente mono-pegilada. La EPO pegilada puede adminis-
trarse en forma de mezcla o en forma de especie pegilada
diferente, separada por cromatografia de intercambio ca-
tiénico. Vvariando las condiciones de reaccién (p.ej. la
proporciédn entre los reactivos, el pH, la temperatura,
la concentracién de proteina, el tiempo de reaccién,
etc.), pueden lograrse diferentes cantidades relativas
de las distintas especies pegiladas.

Las composiciones farmacéuticas descritas antes
pueden contener ademis una proteina eritropoyetina como
la que se ha definido anteriormente, provista por lo me-

nos de un grupo amino libre y provista de una actividad
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blolégica “in vivo” que aumenta la produccién de reticu-
locitos y de glébulos rojos en la médula ésea y elegida
entre el grupo formado por la eritropoyetina humana vy
anidlogos de la misma que tengan la estructura primaria
de la eritropoyetina humana modificada por la adiciédn de
1 a 6 sitios de glicosilacién; dicha glicoproteina esté
unida por enlace covalente con grupos (alcoxi de bajo
peso molecular)-polietilenglicol en un nimero de uno a
tres, cada grupo polietilenglicol estd unido mediante
enlace covalente a la glicoproteina mediante un engarce
de la fé6rmula -C(0)-X-S-Y-, formando el C(0) del engarce
0 eslabdén un enlace amida con uno de dichos grupos ami-
no, X es -(CHa)x~ o -CHj(0O-CHp-CH2) k-, k es un nimero de
lal0, Y es

Rk A
e

el peso molecular medio de cada fraccién polietilengli-
col se sitla entre 20 kilodaltones y 40 kilodaltones y
el peso molecular del conjugado se sitiia entre 51 kilo-

daltones y 175 kilodaltones.

47
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Esta especie eritropoyetina puede representarse
también con la férmula (III)
P- [NH-CO-X-S§-Y- (OCH2CH2 ) n-OR1p (1I1)
en la que R puede ser cualquier alquilo de bajo peso mo-
lecular, entendiendo por tal un grupo alquilo lineal o
ramificado que tenga de uno de seis Atomos de carbono,
por ejemplo metilo, etilo, isopropilo, etc. Un alquilo
preferido es el metilo. X puede ser - (CH3)yx- o -CHz(O-
CH2-CH2)x—, en los que k es un nimero de 1 a 10. k es
con preferencia un nimero de 1 2 4, k es con mayor pre-
ferencia todavia el nimero 1 6 2. X es con mayor prefe-
rencia - {CHz).

En la féormula 1, Y es

fRb 4 B
e

o o]

con preferencia

Jﬁ:ﬂf I

by
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con mayor preferencia

o)

En la férmula (III), el nuimero m se selecciona de
tal manera que el conjugado resultante de la fédrmula
(III) tenga una actividad fisioldégica similar a la de la
EPO sin modificar, dicha actividad puede suponer un va-
lor igual, superior a, o una fraccién de la actividad
correspondiente de la EPO sin modificar. m significa el
nimero de restos 6xido de etileno existentes en la uni-
dad PEG. Una subunidad PEG (polietilenglicol) de
-{OCH2CH2)- tiene un peso molecular de 44 daltones. De
este modo, el peso molecular del conjugado (excluyendo
el peso molecular de la EPO) dependerid del numero m. Un
peso molecular de “aprox.” un cierto nimero significa
que es un valor comprendido dentro de un intervalo razo-
nable en torno a dicho nimero, tal valor es el resultado
de aplicar técnicas analiticas convencionales. m es un
nimero entero entre aprox. 450 y aprox. 900 (equivalente
a un peso molecular entre 20 y 40 kDa), m se sitka con
preferencia entre 550 y 800 (entre 24 y 35 kDa) y con
mayor preferencia m se sitia entre 650 y 700 (entre 29 y
31 kDa).

En la férmula (III), el nimero n es el nimero de

49
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grupos s-amino existentes en un aminodcido lisina en una
proteina eritropoyetina unida con enlace covalente a la
unidad PEG mediante un enlace amida. Un conjugado de la
presente invenciétn puede tener una, dos o tres unidades
PEG por cada mclécula de EPO. n es un nimero entero de 1
a 3, n es con preferencila el nimero 1 6 2 y, con mayor
preferencia, n es el nimero 1.

Las proteinas eritropovetina preferidas de la fé6r-

mula (III) se representan en las fdrmulas siguientes:

p+N y o’\J:,OR y
iy 4 |

Lo fmpore]

Los productos glicoproteinicos eritropoyetina mas

preferidos se representan mediante la férmula:

pJéNﬁgx;s.,@*\/\“;n\/*o’\fkfR
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en dichas férmulas, n es un nimero entero de 1 a 3; m es
un entero de 450 a 500; R es alquilo de bajo peso mole-
cular; X es -(CHy)x- o -CH2(0-CHp-CHz}x—- Y P es el resto
de una glicoproteina eritropoyetina sin el grupo amino o
grupos que con X forman un enlace amida.
Otros productos glicoproteina eritroproteina se re-

presentan mediante las férmulas:

i nj\fg“\/*o’\*.i‘it‘: '

H OCH,
P HJL“\S,I:§F-/"¥: ‘“/ﬁ{\o/\VJ;mmm

Los productos glicoproteina eritropoyetina mis pre-

feridos se representan en la férmula:

0

H OCH

P ﬁj_\s’l:«(Nq N\/\{\O/\’]’mm;
0

Estas proteinas eritropoyetina pueden obtenerse por
(a) reaccién covalente de un grupo e-amino de un

aminoacido lisina existente en una proteina eritropoye-
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tina representada por la férmula P-[NHz],, con un reac-
tivo bifuncional representado por la f4rmula Z-CO-X-S-Q,
formando un intermedio provisto de un enlace amida y re-
presentado por la férmula:

P- {NH-CO-X-S-Qlp
en la que P es un proteina eritropoyetina menos el grupo
amino que forma un enlace amida; n es un ntmero entero
de 1 a2 3; Z es un grupo reactivo, p.ej. un éster NHS de
dcido carboxilico; X es -(CHa)yx~ o -CHj(0-CH2-CH2) -, en
el que k es un nimero de 1 a 10; y Q es un grupo protec-
tor, por ejemplo alcanoilo, p.ej. acetilo. .

(b) reaccién covalente del producto intermedio pro-
visto de un enlace amida de la etapa (a) con un derivado
activado de polietilenglicol, representado por la férmu-
la W-[OCHCH2]m-OR, para formar un producto glicoprotei-

na eritropovetina representado por la férmula:
P H X Y
‘f s To~|OR
n

en la que W es una forma de Y reactiva con sulfhidrilo;
m es un nlimero entero entre 450 y 900; R es alquilo de
bajo peso molecular; e Y tiene el significado definido
anteriormente.

En esta forma de ejecuclédn, el reactivo bifuncional

es con preferencia el S-acetiltiopropionato de N-succi-
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nimidilo o el S-acetiltioacetato de N-succinimidilo, Z
es con preferencia la N-hidroxi-succinimida y el deriva-
do polietilenglicol activado W-[OCH;CHolm-OR se elige
con preferencia del grupo formado por yodo-acetil-meto-
Xi-PEG, metoxi-PEG-vinilsulfona y metoxi-PEG-maleimida.
Mas en concreto, las protelnas eritropoyetina de la
férmula (III) pueden obtenerse por enlace covalente de
grupos tiol con EPO (“activacién”) y unidén de la EPO ac-
tivada resultante con un derivado de polietilenglicol
(PEG). La primera etapa de la obtencién de la EPO pegi-
lada segun la presente invencién consiste en crear el
enlace covalente entre los grupos tiol y los grupos NH»
de la EPO. La activacién de la EPO se efectia con reac-
tivos bifuncionales que llevan un grupo tiol protegido y
un grupo reactivo adicional, por ejemplo los ésteres ac-
tivos (p.ej. ésteres de succinimidilo), los anhidridos,
los ésteres de Acidos sulfbéicos, los halogenuros de aci-
dos.carboxilicos y de é&cidos sulfdnicos, respectivamen-
te. El grupo tiol se protege con grupos conocidos en la
técnica, p.ej. grupos acetilo. Estos reactivos bifuncio-
nales son capaces de reaccionar con los grupos g-amino
de los aminodcidos lisina formando un enlace amida. La

primera etapa de la reaccién se representa como sigue:

EPOfNH,] 4+ c}v—x--s—/g:J EPO‘l:V&_x_S_Q

55
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EPO, n y X tienen los significados definidos anterior-
mente Yy Z es5 un grupo reactivo conocido en la técmnica,
pP.ej. un sustituyente N-hidroxi-succinimida (NHS) de la

formula

~0

En una forma preferida de ejecucidén, la activacién
de los grupos e-amino de la lisina se efectia por reac-
cién con reactivos bifuncionales que tengan una fraccién
succinimidilo. Los reactivos bifuncionales pueden llevar
diferentes especies de espaciadores, p.ej. segmentos
- (CHp) k- o -CHz (0-CH2-CHp}k~, en los que k es un numero
de 1 a 10, con preferencia de 1 a 4 y con mayor prefe-
rencia 1 6 2, y con preferencla especial el ndmero 1.
Son ejemplos de estos reactivos el S-acetiltiopropionato
de N-succinimidilo (SATP) y el S-acetiltloacetato de N-

succinimidilo (SATA).

N’o\njf‘]rs/ﬁ\crl,
o
o

éster NHS de &cido acetiltioalquilcarboxilico, p.ej.

54
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o o]

] S
N’O s CH, o N \r\s

& T\/ \[clu/ o °
s:;P SATA

0

&’oﬁ °/\’kSIrCH‘

éster NHS de &cido 2-acetiltio-(etoxi)y-acético
teniendo k el significado definido anteriormente.

La obtencién de reactivos bifuncionales ya es cono-
cida en la técnica. En el documento DE-3924705 se des-
criben precursores de ésteres NHS de &cido 2-acetiltio-
(etoxi)k-acéticc, mientras que la derivatizacién para
obtener el compuesto acetiltio se describe en March, J.,
Advanced Organic Chemistry, McGraw-Hill, 1977, 375-376.
El SATA es un producto comercial (Molecular Probes, Eu-
gene, OR, Estados Unidos y Pierce, Rockford, IL)}.

El nuimero de grupos tiol que hay que afiadir a una
molécula de EPO puede regularse ajustando los parametros
de la reacclén, es decir, la concentracién de proteina
(EPO) y la proporciétn entre proteina y reactivo bifun-
cional, .La EPO se activa con preferencla creando un en-
lace covalente a partir de 1 a 5 grupos tiol por cada

molécula de EPO, con mayor preferencia de 1,5 a 3 grupos
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tiol por molécula de EPO. Estos mirgenes se refieren a
la distribucidén estadistica del grupo tiol entre la po-
blacldén de proteinas EPO.

La reaccién se lleva a cabo por ejemplo en una so-
lucién tampdn acuosa, pER 6,5-8,0, p.ej. en fosfato potéa-
sico 10 mM, NaCl 50 mM, pH 7,3. El1l reactivo bifuncional
puede afladirse en DMSO. Una vez.finalizada la reaccién,
con preferencia después de 30 minutos, se interrumpe la
reaccién por adicién de lisina. El1l exceso de reactivo
bifuncional puede separarse por métodos ya conocidos en
la técnica, p.ej. por dillisis o filtracidn en columna.
El promedio de grupos tiol afladidos a la EPO puede de-
terminarse por métodos fotométricos, descritos por ejem-
plo en Grasetti, D.R. y Murray, J.F., en J. Appl. Bio-
chem. Biotechnol. 119, 41-42 (1967).

Después de la reaccidén anterior puede crearse un
enlace covalente con un derivado de polietilenglicol
(PEG) activado. Los derivados PEG idéneos son moléculas
PEG activadas que tienen un peso molecular medio de 20 a
40 kDa, con mayor preferencia entre 24 y 35 kDa y con
preferencia especial en torno a 30 kDa.

Los derivados PEG activados son conocidos en la
técnica y se describen por ejemplo en Morpurgo, M. ¥y
col., J. Bioconj. Chem. (1996), 7, pagina 363 y sig. pa-
ra el caso de la PEG-vinilsulfona. Las especlies de PEG
de cadena lineal y de cadena ramificada son idéneas para
la obtencién de compuestos de la férmula 1. Son ejemplos

de compuestos PEG reactivos el yodo-acetil-metoxi-PEG y

S6
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la metoxi-PEG-vinilsulfona:

|’"1(N\v/~Fo’“~*F°R 0 _4’\3_/“f0,\,hpn

El uso de estas sustanclas activadas con yodo es

conocido en la técnica y se describe p.ej. en Hermanson,

G.T., en Bioconjugate Techniques, Academic Press, San

Diego (1996), pp.

147-148.

Las especies PEG se activan con preferencia espe-

cial con maleimida utilizande la (alcoxi-PEG-maleimida),

por ejemplo la

metoxli-PEG-maleimida {peso molecular

30.000; Shearwater Polymers, Inc.). La estructura de las

alcoxi-PEG-maleimidas es la siguiente:

,~\4,0\,/ﬂ:pn 0

;&:t:\\/ﬁ\ﬁ/\\4’°\//ﬂ;°R

en la que R y m tienen los significados definidos antes,

con preferencia

&/\/ﬁ\n/\,[ﬂ\/*];on

St
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La reacclén de acoplamiento con alcoxi-PEG-maleimi-
das tiene lugar después de haber eliminado “in situ” el
grupo protector del tiol en una solucién tampdn acuosa,
p.ej. fosfato potasico 10 mM, NaCl 50 mM, EDTA 2 mM, pH
6,2. La eliminacién del grupo protector puede efectuarse
por ejemplo con hidroxilamina en DMSO a 25°C, pH 6,2,
durante 90 minutos. Para la modificacién con PEG, la
proporcién entre EPO activada y alcoxi~-PEG-maleimida de-
beria situarse entre 1:3 y 1:6, con preferencia en 1l:4.
La reacclédn puece interrumpirse por adicién de cistelna
y reacciétn de los grupos tiol (-SH) remanentes con N-
metilmaleimida o bien otro compuesto capaz de formar en-
laces disulfuro. Debido a la reaccién de los grupos tiol
activos remanentes con un grupo protector, por ejemplo
la N-metilmaleimida o cualquier otro grupo protector
idéneo, las glicoproteinas EPO de los conjugados de esta
invencién pueden contener tales grupos protectores. En
general, el procedimiento aqul descrito generar& una
mezcla de moléculas provistas de tioles en diferentes
cantidades y protegidos por numeros distintos de grupos
protectores, en funcién del nimero de grupos tiol acti-
vados que tenga la glicoproteina que no estén conjugados
con la PEG-maleimida.

La N-metilmaleimida forma el mismo tipo de enlace
covalente cuando se emplea para blogquear los grupos tiol
restantes de la proteina pegilada, en cambio los com-
puestos disulfuro, por una reaccién de intercambio in-

termolecular sulfuro/disulfuro, conducen a una unidén de
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puente disulfuro con el agente bloqueante. Los agentes
bloqueantes preferidos para este tipo de reaccidn de
bloqueo son las glutationas oxidadas (GSSG), las cistei-
nas y las cilistaminas. En el caso de las cisteinas no se
introduce carga neta adicional en la proteina pegilada,
mientras que el uso de reactivos bloqueantes GSSG o cis-
tamina implica una carga negativa o positiva adicional.
La purificacién posterior de los compuestos de fé6r-
mula (III), incluida la separacién de las especies EPO
mono-, di- y tri-pegiladas, puede realizarse p;r métodos
técnicos ya conccidos, p.ej. cromatografia de columna.
Una composicién que contenga derivados de eritropo-
yetina pegilada llevarid con preferencia por lo menos un
noventa por ciento de conjugados mono-PEG, es decir, en
ellos n es 1, esta composicidn puede prepararse con
arreglo al ejemplo 5. Normalmente los conjugados mono-
PEG de las glicoproteinas eritropoyetina son deseables
porque suelen tener una actividad mayor que los conjuga-
dos di-PEG. El porcentaje de conjugados mono-PEG y la
proporcién entre las especies mono- y di-PEG puede con-
trolarse cargando fracciones mAs abundantes en torno al
pico de elucién para disminuir el porcentaje de mono-PEG
o bien fraccilones mas escasas para aumentar el porcenta-
je de mono~PEG en la composicién. Los conjugados con un
noventa por ciento de mono-PEG constituyen un buen equi-
librio entre rendimiento y actividad. A veces puede ser
deseable obtener composiciones en las que por ejemplo

por lo menos el noventa y dos por ciento o por lo menos

[
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el noventa y seis por ciento de los conjugados sean es-
pecies mono-PEG (n igual a 1). En una forma de ejecucién
de esta invencidén, el porcentaje de conjugados en los
gque n es 1 se sitda entre el noventa y el noventa y sels
por ciento.

Las composiciones segin la presente invencién pue-
den contener de 10 a 10.000 pg de una proteina eritropo-
vetina por ml, tal como se definido antes. L.as composi-
ciones contienen con preferencia de 10 a 1.000 pg, p.ej.
10, 50, 100 6 400 ug por mi.

Las composiciones segin la presente invencidén pue-
den contener ademds de 10 a 10.000 png de proteina eri-
tropoyetina por ml, de 10 a 200 mmoles/l de sulfato, de
10 a 50 mmoles/l de fosfato, pH de 6,0 a 6,5. Esta com-
posiciédn puede contener metionina hasta 20 mM, del 1 al
5 % de un policl (p/v}, hasta el 0,1 &% de Pluronic F68
(p/v) y opcionalmente CaCls hasta 1 mM. Un ejemplo de
esta composicidén contiene de 10 a 10.000 pg de proteina
eritropoyetina por ml, 40 mmoles/l de sulfato, 10 mmo-
les/l de fosfato, un 3 % de manita (p/v), metionina 10
mM, un 0,01 % de Pluronic Fé68 (p/v), pH 6,2.

En otra ferma de ejecuciédn de la presente inven-
cién, la composiciédn puede contener de 10 a 10.000 pg de
proteina eritropoyetina por ml, de 10 a 100 mmoles/l de
NaCl, de 10 a 50 mmoles/l de fosfato pH 6,0 - 7,0, op-
cionalmente del 1 al 5 & (p/v) de un poliol. Esta compo-
sicién puede contener ademds metionina hasta 20 mM, has-

ta un 0,1 % de Pluronic F68 (p/v) y opcionalmente 7,5
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pmoles/l de CaCls. En concreto, esta composicidén puede
contener de 10 a 10.000 pg de proteina eritropoyetina
por ml, 100 mmoles/l de NaCl, metionina 10 mM, un 0,01 %
de Pluronic Fé68 (p/v) y 10 mmoles/l de fosfato, pH 7,0.

La presente invencidén se refiere ademads a la compo-
sicién anterior que contiene de 10 a 10.000 pug de pro-
teina eritropoyetina por ml, de 10 a 50 mmoles/l de ar-
ginina, de pH 6 a pH 6,5, de 10 a 100 mmoles/l de sulfa-
to sédico. Ademéds, la composiclén puede contener metio-
nina hasta 20 mM, hasta un 0,1 % de Pluronic Fé68 (p/v),
opcionalmente hasta 1 mmol/l de CaClp y opcionalmente
del 1 al 5 % (p/v) de un poliol. La composiciédn puede
contener en especial de 10 a 10.000 pg de proteina eri-
tropoyetina por ml, 40 mmoles/l de arginina, pH 6,2, 30
nmoles/l de sulfato sédico, un 3 % de manita (p/v), me-
tionina 10 mM, un 0,01 & de Pluronic F6é8 (p/v) y opcio-
nalmente 1 mmol/l de CaClsy.

Una forma preferida de ejecucidén de la presente in-
vencién se refiere a composiciones que contienen de 10 a
10.000 pg/ml de eritropoyetina, con preferencia de 25 a
500 pg/ml de eritropoyetina y
a) fosfato sédico/potasico 10 mM, Nacl 100 mM, pE 7,0 ¢
b) fosfato sédico 10 mM, sulfato sédico 120 mM, pH 6,2 6
c) fosfato sbédico 10 mM, sulfato sddico 40 mM, un 3 ¥ de
manita (p/v), pH 6,2 &

d) fosfato sédico 10 mM, sulfato sédico 40 mM, un 3 % de
manita (p/v), metionina 10 mM, un 0,01 % de Plurcnic Fé8

{p/v), pH 6,2 &
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e) arginina 40 mM, sulfato sédico 30 mM, un 3 % de mani-
ta (p/v), pH 6,2 6
f) arginina 40 mM, sulfato sédico 30 mM, un 3 % de mani-
ta {(p/v), metionina 10 mM, un 0,01 % de Pluronic F68
(p/v), pPH 6,2.

En la forma mas preferida de ejecuciédn, las compo-~-
siciones contienen una cantidad de proteina eritropoye-
tina de 50, 100 6 400 pg/ml. Las composiciones mas pre-
feridas contienen ya sea fosfato sédico 10 mM, sulfato
sédico 40 mM, un 3 % de manita (p/v), metionina 10 mM,
un 0,01 % de Pluronic F68 (p/v), pH 6,2, ya sea arginina
40 mM, sulfato sédico 30 mM, un 3 % de manita (p/v), me-
tionina 10 mM, un 0,01 % de Pluronic Fé8 (p/v), pH 6,2.

Las composiciones de la presente invenciédn pueden
presentarse en forma de polvo secado por atomizacién.

La invencidn se reflere ademds a una composicién
gque es un liofilizado o wun polvo secado por atomizacién
de las composiciones antes descritas. La composicién
puede reconstituirse para generar una solucién’ liquida
por adicién de un disolvente, p.ej. agua, o aplicarse
directamente p.ej. con un dispositivo de inhalaciébn o
con un dispositivo de aplicacién transdermal.

La invencién se refiere ademds a un procedimiento
de preparacién de una composicién tal como se ha descri-
to anteriormente, que consiste en mezclar una proteina
eritropoyetina con uﬂa solucidén que contlene un anidén de
carga negativa miltiple y opcionalmente uno o varios ex-

cipientes farmacéuticamente aceptables, como los defini-
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dos anteriormente.

La presente invencién se refiere ademds al uso de
composiciones como las definidas antericrmente para fa-
bricar medicamentos ttiles para el tratamiento y preven-
cién de enfermedades relaclonadas con la anemia en pa-
clentes de deficiencia renal crébnica (CRF), sida y/o pa-
ra el tratamiento de pacientes de céncer sometidos a
quimioterapia. Incluye un método para el tratamiento y
prevencidén de enfermedades que implican anemia en pa-
cientes con deficiencia renal crénica (CRF), sida y pa-
cientes de cancer que se someten a quimioterapia, tal
método consiste en la etapa de administracién de una
composicién definida anteriormente a un paciente.

Otra forma de ejecucidn de la presente invencidén se
refiere a dispositivos para la liberaclén persistente,
local y sistémica, que contienen una composicién defini-
da anteriormente. Tal dispositivo puede ser cualquier
tipo de implantado que proporcione una cesidédn controlada
de eritropoyetina y que contenga la composicidn descrita
anteriormente, p.ej. micro- o nanoparticulas basadas en
polimeros. La composicién descrita antes puede suminis-
trarse también en forma de jeringuilla prerrellenada o
en forma de cualquier otro dispositivo de aplicacidn, p.
ej. un dispositivo de inyeccién sin aguja o un disposi-
tivo de inhalacién.

La obtencidén de la eritropoyetina como ingrediente
para composiciones como las descritas anteriormente o

como material de partida para la obtencién de derivados
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de eritropoyetina descritos antes se describe con deta-
lle por ejemplo en las patentes US n° 5,547,933 y
5,621,080, EP-B-0 148 605, Huang, S.L., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA (1984), 2708-2712, EP-B-0 205 564, EP-B-0
209 539 y EP-B-0 411 678 asi como en Lal, P.H. y col.,
J. Biol. Chem. 261 (1986), 3116-3121, y Sasaki, H. y
col., J. Blol. Chem., 262 (1987) 12059~12076. La eritro-
poyetina para fines terapéuticos puede obtenerse por me-
dios recombinantes (EP-B-0 148 605, EP-B-0 209 539 vy
Egrie, J.C., Strickland, T.W., Lane, J. y col. (1986},
Immunobiol. 72: 213-224),

Los métodos de expresidén y obtencidén de la eritro-
poyetina en medio sin suero se describen por ejemplo en
WO 96/35718, de Burg, publicada el 14 de noviembre de
1996 y en la publicaciétn de patente europea n° 513 738,
de Koch, publicada el 12 de junio de 1992. Ademids de las
publicaciones recién mencionadas, se conoce que puede
efectuarse una fermentacidn sin suero de células CHO re-
combinantes que contiene un gen EPO. Tales métodos se
describen por ejemplo en EP-A-0 513 738, EP-A-0 267 678
y en forma general en Kawamoto, T. y col., Analytical
Biochem. 130 (1983), 445-453, EP-A-0 248 656, Kowar, J.
y Franek, F., Methods in Enzymology 421 (1986), 277-292,
Bavister, B., Enzymology 271 (1981), 45-51, EP-A-0 48l
791, EP-A-0 307 247, EP-A-0 343 635, WO 88/00967,.

En el documento EP-A-0 267 678 se describen la
cromtografia de intercambio 1iénico en S-Sepharose, una

cromatografia HPLC preparativa de fase inversa en una
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columna Cg y la cromatografia de filtracién a través de
gel para utilizarlas en la purificacién de la EPO produ-
cida en cultivo sin suero después de didlisis. En este
contexto se puede sustituir la cromatografia de filtra-
cién a través de gel por la cromatografia de intercambio
iénico a través de S-Sepharose con flujo répido. Se ha
propuesto también realizar una cromatografia de coloran-
te a través de una columna de Blue Trisacryl antes de
proceder a la cromatografia de intercambio iénico.

Nobuo, I. y col., J. Biochem. 107 (1990), 352-359,
describen un proceso de purlficacién de la EPO recombi-
nante. En este proceso se trata la EPQC con una solucién
de Tween® 20, fluoruro de fenilmetilsulfonilo, etilma-
leimida, pepstatina A, sulfato de cobre y aAcido oxamico
antes de realizar las etapas de purificacién. Existen
publicaciones, incluida la WO 96/35718, de Burg, publi-
cada el 14 de noviembre de 1996, que describen un proce-
dimiento de obtencién de eritropoyetina en un proceso-de
fermentacién sin suero (EPOst).

La actividad especifica de la EPO o de conjugados
de EPO con arreglo a esta invencién puede determinarse
mediante varlos ensayos ya conocidos en la técnica. La
actividad biolégica de proteinas EPO purificadas de esta
invencién es tal que la administracién de la proteina
EPo por inyeccién a pacientes humanos se traduce en un
aumento de la produccién de reticulocitos y de glébulos
rojos en la médula 6sea con respecto a grupos de sujetos

de control no inyectados. La actividad biolégica de las



10

15

20

25

-44-
proteinas EPO o de fragmentos de las mismas, obtenidas y
purificadas con arreglo a esta invencién, puede compro-
barse mediante métodos propuestos por Annable y col.,
Bull. Wld. Hlth. Org. (1972), 47:99-112 y Pharm. Europa
edlciédn especial Erythropoietin BRP Bio 1997(2). En el
ejemplo 6 se describe otro ensayo bioldégico para deter-
minar la actividad de la proteina EPO, el ensayo del ra-
tén normocitémico.

Esta invencién se comprenderad mejor con los ejem-
plos siguientes que ilustran pero no limitan la inven-
ciétn aqui descrita.

Ejemplos

Ejemplo 1: Fermentacién y purificacién de la EPO
humana

a) Preparaciédn y fermentacién del indculo

De la fase gaseosa del tanque de almacenaje en ni-
trégeno liquido se toma un vial del Banco de Trabajo Ce-
lular (Working Cell Bank), que se abastece de una llnea
celular CHO productora de EPO (puede utilizarse un ATCC
CRL8695, publicado en EP-411 678 (Genetics Institute)).
Se trasladan las células a frascos rotativos de vidrio y
se cultivan en un medio tamponado con hidrogenocarbonato
en un incubador humidificado de CO;. Los medios tipicos
sin suero utilizados para la obtencién y fermentacién
del inéculo se publican en la solicitud de patente euro-
pea 513 738, de Koch, publicada el 12 de junio de 1992,
o en WO 96/35718, de Burg, publicada el 14 de noviembre

de 1996 y contienen por ejemplo como medio el DMEM/F12
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(p.ej. JRH Biosciences/Hazleton Bilologics, Denver, US,
producto n° 57-736) y ademds hidrogenocarbonato sddico,
L+glutamina, D+glucosa, 1insulina recombinante, selenita
s6dica, diaminobutano, hidrocortisona, sulfato de hierro
(I1), asparagina, Aclido aspartico, serina y estabiliza-
dor para células de mamiferos, p.ej. alcohol polivinili-
co, metilcelulosa, polidextrano, polietilenglicol, Plu-
ronic F68, poligeliha expansionadora de plasma (HEMAC-
CEL®) o polivinilpirrolidona (WO 96/35718).

Se comprueba a nivel microscépico la ausencia de
microorganismos contaminantes en los cultivos y de de-
terminan las densidades celulares. Los ensayos se reali-
zan en cada etapa de divisién.

Después del periodo de crecimiento inicial se dilu-
vye el cultivo celular en medio fresco hasta la densidad
celular de partida y se somete a otro ciclo de creci-
miento. Se repite el procedimiento hasta lograr un volu-
men de cultivo de aproximadamente 2 1 por frasco rotato-
rio de vidrio. Después de unas 12 duplicaciones se dis-
pone de 1 2 5 litros de este cultivo que se utiliza se-
guidamente como indéculo para el fermentador de 10 1.

Pasados de 3 a 5 dias, el cultivo del fermentador
de 10 1 puede utilizarse como inéculo para el fermenta-
dor de 100 1.

Pasados otros 3-5 dias de fermentacitén, el cultivo
del fermentador de 100 1 puede utilizarse como inbculo
para el fermentador de produccién de 1000 1.

b) Recoleccidn y separacién de las células
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Se utiliza un procedimiento de realimentacién de
partidas, es decir, una vez se alcanza la densidad celu-
lar deseada se recoge aprox. el B0 % del cultivo. Se re-
llena el culfivo restante con medio fresco de cultivo y
se cultiva hasta la recoleccidén siguiente. Un ciclo pro-
ductivo consiste en un maximo de 10 recolecciones conse-
cutivas; 9 recolecciones parciales y 1 recoleccidén final
al término de la fermentacién. La recolecciétn tiene lu-
gar cada 3-4 dias.

Se traslada el volumen recolectado determinado a un
reactor refrigerado. Se eliminan las células por centri-
fugacién o filtracién y se descartan. El1 liquido sobre-
nadante de la etapa de centrifugacién que contiene la
EPO se filtra en linea y se recoge un segundo reactor
refrigerado. Cada cosecha se procesa por separado duran-
te la purificacién.

Un proceso tipico de purificacién de la proteina
EPO se publica en WO 96/35718, de Burg, publicada el 14
de noviembre de 1996. El proceso de purificacién se ex-
plica a continuacién.

a) Cromatografia a través de Blue Sepharose

El Blue Sepharose (Pharmacia) consiste en perlas de
Sepharose sobre cuya superficie se ha fijado el coloran-
te Cibacron blue por enlace covalente. La EPO se une al
Blue Sepharose con mayor fuerza que la mayoria de conta-
minantes no proteindceos, algunas impurezas proteinaceas
y el PVA, por consiguiente la EPQO puede aumentar de con-

centraciétn durante esta etapa. La elucién a través de la
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columna de Blue Sepharose se lleva a cabo aumentando la
concentraclén de sal y el pH.

Se rellena la columna con 80-100 1 de Blue Sepharo-
se, regenerada con NaOH y equilibrada con tampbn (cloru-
ro sbdico/cllcico y acetato sddico). Se carga el liquido
sobrenadante del fermentador acidificado y filtrado. Una
vez finalizada la carga se lava la columna primero con
un tampébn similar al tampdé4n de equilibrado que contiene
una mayor concentracién de clorurec sédico y a continua-
cilén con un tampdédn basado en Tris. Se eluye el producto
con un tampén basado en Tris y se recoge en una sola
fracciédn con arreglo al perfil maestro de eluciédn.

b) Cromatografia a través de Butyl Toyopearl

El Butyl Toyopearl 650 C (Toso Haas) es una estruc-
tura basada en poliestireno, sobre ella se unen con en-
laces covalentes restos butilo alifdticos. La EPO se une
a este gel con mayor fuerza que la mayoria de impurezas
y el PVA, por lo tanto tiene que eluirse con un tampén
que contenga isopropanol.

Se rellena la columna con 30-40 1 de Butyl Toyo-
pearl 650 C, regenerador con NaOH; se lava con un tampén
basado en el Tris y se equilibra con un tampédn basado en
Tris que contenga isopropanol.

El liquido eluido a través de Blue Sepharose se
ajusta a la concentracién del isopropanol dentro del
tampén de equilibrado de la columna y se carga en la co-
lumna. Se lava la columna con tampén de equilibrado con

una mayor concentracién de isopropanol. Se eluye el pro-
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ducto con taﬁpbn (tampbén basado en Tris con contenido
alto de isopropanol) y se recoge en una sola fraccibén
con arreglo al perfil maestro de elucién.

c) Cromatografia a través de Ultrogel de hidroxia-
patita

El Ultrogel de hidroxiapatita (Biosepra) consiste
en hidroxiapatita que se incorpora a una estructura {(ma-
triz) de agarosa para mejorar sus propledades mecanicas.
La EPO tiene poca afinidad con la hidroxiapatita y por
tanto puede eluirse empleando concentraciones de fosfato
menores gue para el caso de impureza de proteina.

Se rellena la columna con 30-40 1 de Ultrogel de
hidroxiapatita y se regenera con un tampbdn de fosfato
potésico/cloruro célcico x NaCH y después con un tampdn
basado en Tris. A continuacién se equilibra con un tam-
pbén basado en Tris que contenga una pequeila cantidad de
isopropanol y cloruro sédico.

Después de la cromatografia a través de Butyl Toyo-
pearl, el liquido eluido que contliene la EPO se carga en
la columna. Seguidamente se lava la columna con tampédn
de equilibrado y tampén basado en Tris sin isopropanol
ni cloruro sédico. Se eluye el producto con un tampédn
basado en Tris que contenga una concentracién baja de
fosfato potésico y se recoge una solucliédn fraccidn con
arreglo al perfil maestro de elucién.

d) Cromatografia HPLC de fase inversa con Vydac C4

El Vydac C4 (Vydac), material de la cromatografia

HPLC en fase inversa, consiste en particulas de gel de

10
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sllice cuya superficie lleva cadenas de alquilo C4. La
separacién de la EPO de las impurezas proteinéceas se
basa en las diferenclas existentes en su fuerza de inte-
raccidn hidréfoka. La elucibén se realiza con un gradien-
te de acetonitrilo en acldo trifluoracético diluido.

La cromatografia HPLC se lleva a cabo utilizando
una columna de acero inoxidable (relleno: de 2,8 a 3,2
litros de gel de silice Vydac C4). El liquido eluido a
través de Ultrogel de hidroxiapatita se acidifica por
adiclién de acido trifluoracético y se carga en la colum-
na de Vydac C4. Para el lavado y la elucién se emplea un
gradiente de acetonitrilo en &cido trifluoracético di-
luido. Se recogen las fracciones y se neutralizan inme-
diatamente con tampdn fosfato. Se retnen las fracciones
de EPO comprendidas dentro de los limites IPC.

e) Cromatografia a través de DEARE Sepharose

El material DEAE Sepharose ({Pharmacia) consiste en
grupos dietilaminocetilo (DEAE) unidos a la superficie de
las perlas de Sepharose mediante enlaces covalentes. La
unién entre la EPO y los grupos DEAE se debe a interac-
ciones ibénicas. El acetonitrilo y el &Acido trifluoracé-
tico pasan por la columna sin ser retenidos. Una vez han
salido estas sustancias, se eliminan las impurezas exis-
tentes en cantidades de trazas por lavado de la columna
con tampdn acetato a pH bajo. A continuacién se lava la
columna con tampdn fosfato neutro y se eluye la EPO con
un tampdn que tengan mayor fuerza idnica.

Se rellena la columna con DEAE Sepharose de flujo

1
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rapldo. Se ajusta el volumen de la columna para asegurar
una carga de EPO dentro del margen de 3 a 10 mg de EPO
por ml de gel. Se lava la columna con agua y tampén de
equilibrado (fosfato sédico/potédsico). Se relnen las
fracciones de liquido eluido de la HPLC y se carga en la
columna, lavando esta con tampén de equilibrado. A con-
tinuacién se lava la columna con tampdédn de lavado (tam—
pén de acetato sd6dico) y después con tampdn de equili-
brado. A continuacién se eluye la EPO de la columna con
tampén de eluciédn (cloruro sédico, fosfato sddico/pota-
sico) y se recoge una sola fraccidén con arreglo al per-
fil maestro de elucidn.

Se ajusta el liquido eluido a través de la columna
de DEAE Sepharose a la conductividad especificada. Se
filtra en condiciones estériles la sustancia farmacold-
gica resultante, se envasa en frascos de Teflon y se al-
macena a -70°C.

Ejemplo 2: Pegilacién de la EPO con mPEG-SBA

La EPO purificada con arreglo al procedimiento sin
suero del ejemplo 1 (EPOsf) es homogénea segin se deter-
mina por métodos analiticos y presenta los patrones ti-
picos que consisten en 8 isoformas. Tiene una actividad
bioldégica especifica de 190.000 IU/mg segin se determina
por el ensayo del ratén normocitémico. El reactivo de
pegilacién empleado es el metoxi-PEG-SBA, que es un com-
puesto de la férmula II en la que R es metilo; X es 3; y
m es un nimeroc de 650 a 750 (promedio en torno a 680,

equivalente a un peso molecular medio de unos 30 kDa).
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Reaccidn de pegilacidn

A clen miligramos de EPOsf (9,71 moles de material
que contiene 10,3 mg/ml de EPOsf, 5,48 umoles) se le
afiaden 10 ml de tampdn fosfato potasico 0,1 M, pH 7,5,
que contiene 506 mg de metoxi~PEG-SBA de 30 kDa (16,5
pmoles) (adquirido a la empresa Shearwater Polymers,
Inc., Huntsville, Alabama), Yy sSe mezclan a temperatura
ambiente (20-23°C) durante 2 h. La concentraciédn final
de proteina es de 5 mg/ml y la proporcién entre proteina
y reactivo PEG es de 1:3. Pasadas dos horas se interrum-
pe la reaccidétn ajustando el pH a 4,5 con Aacldo acético
glacial y se almacena a -20°C hasta quedar listo para la
purificacién,

Purificacién

1. Mezcla de conjugado: En una columna de vidrio
AMICON (2,2 x 7,5 cm) se introducen 28 ml de relleno SP-
SEPHAROSE FF (resina sulfo-propilo de intercambio catio-
nico) y se equilibra con 20 mM de tampén acetato, pH 4,5
con un caudal de 150 ml/h. Se diluyen seis mililitros de
la mezcla reaccionante que contienen 30 mg de proteina 5
veces con el tampén de equilibrado y se cargan & la co-
lumna. Los materiales no adsorbidos se eliminan por la-
vado con el tampén y la mezcla de conjugados PEG adsor-
bidos se eluyen de la columna con NaCl 0,175 M en el
tampén de equilibrado. La EPOSf sin modificar que conti-
nia dentro de la columna se eluye con NaCl 750 mM. Se
reequilibra la columna con el tampédn inicial. Se anali-

zan las muestras por SDS-PAGE y se determina su grado de

73
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pegllacién. Se encuentra que el liquido eluido con NaCl
0,175 M contiene especies mono- y qi-pegiladas asi como
trazas de especies tri-peglladas, mlentras que el liqui-
do eluido con NaCl 750 mM contiene EPOsSf sin modificar.

2. EPOsf mono-PEG y di-PEG: Se diluye 4 veces con
el tampén la mezcla purificada de conjugados eluida de
la columna en la etapa anterior, se vuelve a cargar en
la columna y se lava del modo descrito. Se eluyen por
separado la EPOsf di-PEG y la EPOsf mono-PEG empleando
como eluyente NaCl 0,1 M y NaCl 0,175 M, respectivamen-
te. La elucidén se realiza ademds con NaCl 750 mM con el
fin de eluir toda la EPOsf sin modificar que pudiera
quedar en la columna.

Como alternativa se diluye la mezcla reacclonante 5
veces con tampdn acetato y se carga en la columna de SP-
Sepharose (~0,5 mg de proteina/mg de gel). Se lava la
columna y se eluyen la EPOSf mono-PEG, la EPOsf-di-PEG y
la EPOsf sin modificar que estaban adsorbidas del modo
descrito en la seccién anterior.

Resultados

Se sintetiza la EPOsSf~PEG por conjugacién quimica
con una molécula lineal de PEG de peso molecular medio
de 30 kDa. La EPOSf~PEG se deriva de la reaccién entre
los grupos amino primarios de la EPOsf con el derivado
éster succinimidilo de un &cido butirico-PEG de 30 kDa,
resultando de tal reaccidn un enlace amida.

Los resultados se resumen en la tabla 1. La mezcla

de conjugados purificados contlene EPOsf mono- y di-PEG
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y esta libre de EPOsf sin modificar, seglin se determina
por anélisis SDS-PAGE. La mezcla de conjugados forma
23,4 mg o el 78 % del material de partida. La separacién
por cromatografia de intercamblo catidénico de las EPOsE
mono- y di-PEG indica que la proporcién entre conjugados
mono- y di-PEG dentro de la mezcla se sitla casi en 1:1.
Una vez finalizada la reaccién, la proporciédn entre los
componentes individuales mono:di:sin modificar se sitda

en 40:38:20 (%). El rendimiento global es casi cuantita-

tivo.
Tabla 1l: Resumen de resultados de pegilacién de

EPOsf

Muestra Proteina (mg) Rendimiento (%)
mezcla reaccionante 30 100

mono- 12,0 40

di- 11,4 38

sin modificar 6,0 20

mezcla conjug. 23,4 78

Ejemplc 3: Pegilacidén de EPO con mPEG-SPA

Una parte alicuota diferente de la EPOsf utilizada
en el ejemplo 2 se hace reaccionar con 30 kDa de metoxi-
PEG-SPA (Shearwater Po{;;ers, Inc., Huntsville, Alaba-
ma). Se realiza la reaccién con una proporcién entre
proteina y reactivo de 1:2 y se emplean técnicas de pu-
rificacién con arreglo al ejemplo 2. Se obtiene béisica-

mente una especie mono-pegilada.

Ejemplo 4: Unién covalente de los grupos tiol con
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la EPO

Este ejemplo 1lustra la determinacién de las condi-
ciones de reaccién para lograr una unién covalente de
los grupos tiol con la EPQ. Para determinar las condi-
ciones se afiaden diferentes cantidades de un reactivo
que contiene un grupo tiol bloqueado, en este caso SATA
© SATP (disuelto en DMSO a razdén de 10 mg/ml), a la so-
lucién de EPO, en este caso 1 ml de 5 mg/ml de EPO en
fosfato potdsico 10 mM, NaCl 50 mM, pH 7,3. Se agita la
reaccién durante 30 minutos (25°C) y se interrumpe por
adicién de una solucién 1 M de lisina hasta alcanzar una
concentracién de 10 mM. Las cantidades en exceso de SATA
O SATP se eliminan por diadlisis frente a fosfato potasi-
co 10 mM, NaCl 50 mM y EDTA 2 mM, pH 6,2. Una vez elimi-
nado el grupo acetilo protector con hidroxilamina se de-
termina fotométricamente con ditiodipiridina el ndmero
de grupos tiol unidos a la EPO con enlace covalente se-
gin el método descrito por Grasetti, D.R. y Murray, J.F.
en J. Appl. Biochem. Biotechnol. 119, pp. 41-49 (1967).

El numero de grupos tiol unidos por enlace covalen-

te a la molécula de EPO se muestra seguidamente.

Proporcién molar EPO:SATA o | Moles de grupos tlol/mol de

EPQO: SATP EPO
EPO:SATA = 1:3 1,5
EPO:SATA = 1:5 2,4
EPO:SATA = 1:6 3,2
EPQO:SATP = 1:3 1,3
EPO:SATP = 1:4 2,5
EPO:SATP = 1:6 3,7
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Ejemplo 5: Modificacién de EPO activada con metoxi-
PEG-maleimida

A) Activacidn de la EPO

Se activan 100 mg de EPO producida segun el ejemplo
1 (190.000 IU/m3, determinado por el ensayo del ratédn
normocitémico) con SATA (proporcién molar EPQO/SATA =
1/5) seglin el ejemplo 2. La EPO resultante (“EPO activa-
da”) lleva grupos tiol bloqueados, unidos mediante enla-
ce covalente, s2 separa por dialisis de los productos
secundarios del tipo N-hidroxi-succinimida y SATA no
reaccionado, tal como se describe en el ejemplo 1. Se
obtiene una solucién de 4,5 mg/ml de EPO activada en
fosfato potasico 10 mM, NaCl 50 mM, EDTA 2 mM, pEK 6,2.

B) Pegilacidén de la EPO activada

Se disuelven 380 mg de metoxi-PEG-maleimida que
tienen la estructura “mAs preferida” ilustrada antes
(peso molecular 30.000; Shearwater Polymers, Inc.,
Huntsville (Alabama, Estados Unidos)) en la solucién an-
terior que contiene 95 mg de EPO activada (4,5 mg/ml en
fosfato potédsico 10 mM, NaCl 50 mM, EDTA 2 mM, pH 6,2).
La proporcién molar resultante entre EPO activada y la
metoxi-PEG-maleimida en la solucién es de 1:4. Afiadiendo
una solucién acuosa 1 M de hidroxilamina hasta alcanzar
una concentracién de 30 mM, pH 6,2, a la soluvcidén ante-
rior, se desblocuean los grupos tioi bloqueados y unidos
por enlace covalente con la EPQO activada., La EPO activa-
da resultante de la mezcla reaccionante en solucién con-

tiene grupos tiol (-SH) libres. Después del desbloqueo

H
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de los grupos tiol se efectia inmediatamente la reaccién
de unién de la EPO activada, provista ahora de grupos
tiol (-SH) libres, con la metoxi-PEG-maleimida durante
90 minutos (agitacién a 25°C). Se interrumpe la reaccién
de unién afiadiendo a la mezcla reaccionante una solucién
acuosa 0,2 M de cisteina hasta alcanzar una concentra-
ciétn de 2 mM, Pasados 30 minutos, el exceso de grupos
tiol libres de la EPO activada, que no hayan reacclonado
con la metoxi-FEG-maleimida, se bloquean afadiendo una
solucién 0,5 M de N-metilmaleimida en DMSO hasta alcan-
zar una concentracidn de 5 mM. Pasados 30 minutos, la
mezcla reaccionante obtenida, que ahora contiene espe-
cies EPO pegliladas, se dializa con fosfato potéasico 10
mM, pH 7,5 durante 2 15 horas.

C) Purificaciétn de especies EPO pegiladas

Para separar las especies EPO pegiladas de la mez-
cla reaccionante se efectua el siguiente proceso de pu-
rificacién: Se equilibra una columna de 50 ml de Q-
Sepharose FF con fosfato potésico 10 mM, pH 7,5. Se car-
ga en la columna la mezcla reaccionante obtenida en la
etapa B) (caudal: 3 volimenes de columna (VC) por hora).
Con el fin de separar el reactivo metoxi-PEG-maleimida
que no haya reaccionado se lava la columna con 5 VC de
fosfato potasico 10 mM, pH 7,5. Se separa la especle EPO
pegilada por elucidédn con un graciente de sal creciente
gque consiste en 5 VC de tampbn A { fosfato potaslico 10
mM, pH 7,5) vy 5 VC de tampédn B (fosfato potasico 10 mM,

NaCl 500 mM, pH 7,5) con un caudal de 3 VC por hora. Ba-
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sidndose en el gradiente de NaCl se eluyen en primer 1lu-
gar las especies EPO peglladas (especles EPO tri-, di- y
mono-pegiladas), después se eluyen las especies EPO no
pegiladas. La fraccién de liquido eluido que contiene
las especies EPO pegiladas (especles EPQO tri-, di- y mo-
no-pegiladas) se reUne y se filtra (filtraclén estéril a
través de un filtro 0,2 um).

El contenido y la pureza de las especies EPO tri-,
di- y mono-peglladas se evalia con geles SDS-PAR tefiidos
con colorante Coomassie (Laemmli, Nature 227, 680-685
{1370)), mientras que las concentraciones de proteina se
determinan a 280 nm segin la ley de Beer-Lambert. Los
peso moleculares aparentes de las especies EPO se deter-
minan por electroforesls SDS-PRA y se sittan en torno a
68 kDa (especie EPO mono-pegilada), en torno a 98 kDa
(especie EPQO di-pegilada) y en torno a 128 kDa (especie
EPO tri-pegilada).

La ulterior separacién de las especies EPQ tri-,
di- y mono-pegiladas puede llevarse a cabo por cromato-
grafia, p.ej. por cromatografia de exclusién de tamafios
(Superdex, pg 200; Pharmacla). La determinacidén de la
actividad biolégica “in vivo” de los liquidos eluidos
que contienen las especies tri-, di- y mono-pegiladas se
realiza por el método descrito posteriormente.

Ejemplo 6: Actividad “in vivo” de la EPO pegilada,
determinada por ¢l ensayo del ratén normocitémico

El ensayo bioldégico del ratén normocitémico ya es

conocido en la técnica (Pharm. BEuropa, edicién especial:
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Erythropoietin BRP Bio 1997(2)} asi como un método de la
monografia de la eritropoyetina de la Ph. Eur. BRP. Se
diluyen las muestras en BSA-PBS, A los ratones de salud
normal, de 7-15 semanas de edad, se les administran por
via subcuténea 0,2 ml de la fracciétn de EPQO que contiene
la EPO no pegilada o las EPO tri-, di- o mono-pegiladas
del ejemplo 2 6 3. Durante un periodo de 6 dias se ex-
trae sangre por puncién de la vena caudal y se diluye de
tal manera que 1 pl de sangre esté presente en 1 ml de
una solucién colorante anaranjada de acridina 0,15
pmolar. El pericdo de tintura es de 3 a 10 minutos. El
recuento de reticulocitos se efectta por microfluorime-
tria en un citémetro de flujo por andlisis del histogra-
ma de fluorescencia roja. El nimero de reticulocitos se
expresa en forma de figuras absolutas (por cada 30.000
células sanguineas analizadas). En cuanto a los datos
presentados, cada grupo consta de 5 ratones por dia y se
extrae sangre de los ratones solamente una vez.

En ensayos separados se administran a los ratones
una dosis unica de EPO sin modificar (25 ng de EPO), la
mezcla PEG(SBA)-EPO del ejemplo 2 (10 ng de conjugado),
las EPO mono- y di-pegiladas del ejemplo 2 (10 ng de
conjugado), la EPO PEG({SPA) del ejemple 3 (10 ng de con-
jugado) y la solucién tampdn. Los resultados se recogen
en la tabla 2, Los resultados confirman la actividad su-
perior y la prolongada vida media de las especies EPO
pegiladas, que se ponen de manifiesto con las cantidades

significativamente mayores de reticulocitos y por el au-

A2
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mento del numerc miaximo de reticulocitos utilizando 1la
misma dosis por ratén (10 ng), por comparacié4n con la

dosis de 25 ng de EPO sin modificar.

Tabla 2

EPO SPA PEG | Mono Di PEG~-EPQO SBA con-
(no mo-| 30 kDa 30K 30K Mezcla de trol

dif.) SBA SBA conjugados tampédn
72 h 1000 1393 1411 994 1328 857
96 h 500 1406 1501 926 1338 697
120 h ~200 1100 1182 791 944 701
144 h ~0 535 607 665 660 708

Ejemplo 7: Obtencidén de EPO predominantemente mono-
PEG

Reacciédn de pegilacién

Partiendo de 100 mg (5,48 pmoles) de EPOsSf en tam-
pén fosfato potasico 100 mM, pH 7,5, obtenida con arre-
glo al ejemplo 1, se afladen 329 mg (10,96 pmoles) de
reactivo PEG-SBA 30 kDa disuelto en 3 ml de HCl 1 mM. Se
anhade tampédn fosfato potdsico 100 mM, pH 7,5, suficiente
para que el volumen de la mezcla reaccionante alcance
los 20 ml. La concentraciétn final de proteina es de 5
mg/ml y la proporcién entre proteina y reactivo PEG se
sitda en 1:2. Se mezcla la masa reaccionante durante 2 h
a temperatura ambiente (20-22°C). Pasadas 2 h se inte-
rrumpe la reaccibédn ajustando el pH a 4,5 con acido acé-

tico glacial y almacenando el material congelado a -20°C
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hasta que esté listo para la purificacién.

Purificacién

Se diluye la mezcla reaccionante de la etapa ante-
rior en proporcién 1l:5 con acetato sédico 10 mM, pPH 4,5,
Yy se carga en una columna de 4,2 x 19 cm, cuyo relleno
son 300 ml de SP-Sepharose FF (resina sulfopropilo de
intercambio catidénico). La columna se equilibra previa-
mente con el mismo tampén. Los liquidos eluidos de la
columna se controlan a 280 nm con un monitor Gilson UV y
se traza la grafica correspondiente en un registro Kipp
& Zonen. Se lava la columna con 300 ml o con 1 volumen
de columna de tampdn de equilibrado para eliminar el ex-
ceso de reactivos, productos secundarios de la reacciédn
y EPO-PEG oligomérica. Después se lava con 2 volimenes
de columna de NaCl'loo mM para eliminar la EPO di-PEG. A
continuacién s; eluye la EPO mono-PEG con NaCl 200 mM.
Durante la elucién de la EPO mono-PEG se descartan los
primeros 50 ml del pico de proteina, recogiéndose la EPO
mono-PEG en forma de fraccién de 150 ml. La EPOsf sin
modificar que permanece en la columna se eluye con NaCl
750 mM. Todos lios tampones de elucién se preparan del
tampén de equilibrado. Todas las muestras eluidas se
analizan por SDS-PAGE y por cromatografia de exclusién
de tamafilos de alta resolucién (SEC). El conjunto de EPO
mono-PEG obtenida de la fraccién de 150 ml, que no con-
tiene EPOsf sin modificar detectable, se concentra hasta
~4,5-7,5 mg/ml y se diafiltra en el tampén de almacena-

je, fosfato potasico 10 mM, NaCl 100 mM, pH 7,5. La con-
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centracién/diafiltracién se efectlla a temperatura am-
biente en un sistema Millipore Labscale™ TFF, equipado
con una membrana Millipore Pellicon XL Biomax 50 de cor-
te en 50 kDa. La EPO mono-PEG concentrada se filtra en
condiclones estériles y se almacena congelada a -20°C.

Aproximadamente el 75 % de la EPOsf estd pegilada.
Después de la purificacién, el rendimiento total es de
~30 % de EPO mono-PEG con una cantidad no detectable de
EPOsf sin modificar y en torno al 25 % de EPO di-PEG.
Los oligbmeros y la EPOsf sin pegilar se cuenta como
proteina restante. El conjunto de EPO mono-PEG obtenida
a partir de la fraccién de 150 ml contiene aproximada-
mente un 90 % de EPO mono-PEG y aproximadamente un 10 %
de EPO di-PEG.

Ejemplo 8: Termoestabilidad de la EPO y de la EPO
pegilada en varias formulaclones: anadlisls DSC (calori-
metria de escaneo diferencial)

Se acepta en general que la temperatura de transi-
cién de desnaturalizacidn térmica, medida por calorime-
tria de escaneo diferencial, es un indicador vilido de
la termoestabilidad de las protéinas. Se analizan solu-
ciones de eritropoyetina o de eritropoyetina pegilada
con concentraciones comprendidas entre 0,6 y 1,2 mg/ml
en diversos tampones con o sin estabilizadores mediante
la nano-DSC (Calorimetric Sciences Corporation, Utah,
Estados Unidos), calentando a razén de 2 K/min. Un au-
mento de la temperatura de transicién indica un aumento

de la estabilidad térmica de la proteina. Los valores de
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temperatura medidos no deben tomarse comoc valores abso-
lutos sino como diferencias de estabilidad entre las
distintas formulaclones individuales entre si.

Con el fin de definir el pH 6ptimo de la formula-
cién se estudia la desnaturalizacién térmica de la eri-
tropoyetina pegilada en funcién del pH en el intervalo
comprendido entre 4 y 9., Se analizan muestras de protei-
na en NasHPO4 30 mM, citrato sédico 30 mM, borato 30 mM.
La figura 3 muestra una meseta de temperatura miAxima de
transicién entre pH 6 vy pH 9 y un fuerte descenso por
debajo de pH 5,5. Esto indica que el pH 6ptimo para una
estabilidad térmica maxima se sitia por encima de pH 5,5
(figura 3).

Con el fin de investigar el efecto de la fuerza 16-
nica se determina la desnaturalizacién térmica en fun-
cién de la concentraciédn de fosfato. La figura 4 demues-
tra que la estabilidad térmica aumenta cuando aumenta la
fuerza iénica de la formulacién.

Se investiga también con la DSC la influencia que
tiene la sustancia tampén. De la figura 5 se deriva que
los tampones o aditivos mas idéneos para conseguir una
estabilidad térmica elevada son el sulfato, el citrato o
el fosfato. La glicina que se utiliza como tampén en las
formulaciones convencionales (ver antes) no es muy indi-
cada.

La figura € demuestra que el sulfato es también un
tampén/aditivo idéneo para pH bajo (p.ej. pH 6,2), mien-

tras que el fosfato es menos indicado para pH 6,2 que
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para pH 7,5. Esto indica que el sulfato mantiene alta la
estabilidad térmica, incluso a pH bajo. Estos resultados
hacen viables las formulaciones a un pH comprendido en-
tre 6,0 v 6,5, sin pérdidas graves de estabilidad térmi-
ca de la eritropoyetina.

Ejemplo 9: Agregacién de EPO y peg-EPO bajo la ac-
cién del calox, andlisls SDS-PAGE (electroforesis a tra-
vés de gel de pollacrilamida y dodecilsulfato sédico)

Con el f£in de investigar el efecto de la aportacién
de calor a la proteina eritropoyetina, se exponen al ca-
lor (20 min a 80°C) muestras de diferentes formulaciones
y se analizan por electroforesis a través de gel de po-
liacrilamida-dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE) en condi-
ciones reductoras (con DIT en el tampébn de la muestra) y
no reductoras {(sin DTT en el tampdén de la muestra). Este
método permite la deteccidén de la formaciédn de agregados
covalentes. Tal como se ha apuntado antes, la formacién
de agregados es una de las principales vias de degrada-
cién de proteinas y por tanto deberia impedirse que este
fenémeno ocurriera en las formulaciones farmacéuticas de
proteinas. Los agregados detectables en ausencia de
agente reductor (p.ej. DIT) y no detectables en presen-—
cia de agente raductor es muy probable que se formen por
puentes disulfuro incorrectos, una reaccién de oxida-
cién, por accibdn del calor. La figura 5 representa la
agregacidédn por accidén del calor en funcién del pH. Este
ensayo demuestra claramente que la formacién de agrega-

dos se evita por debajo de pH 6,5. Cuanto mas alto es el
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pH, tanto mayor ser& la cantidad de agregacién. La mayo-
ria de agregados que se forman pueden reducirse por tra-
tamiento de las muestras con un agente reductor durante
la SDS-PAGE, sugiriendo que una gran porcién de los
agregados formados por accidén del calor son dimeros uni-
dos mediante puente disulfuro, olligémeros u otros agre-
gados de orden superior. En su conjunto, esto indica que
la formacidn de agregados puede impedir en gran manera
manteniendo el pH de la formulacidén en o por debajo de
6,5.

Figura 7: Agregacién de la peg-EPo en funcién del
pH. Después de someterlas al calor (tal como se describe
antes), las muestras de peg-EPO se analizan por SDS-
PAGE. Las proteinas se colorean con plata., Calle 1l: peso
molecular estdndar. Calle 2: pH 5. Calle 3: pH 5, redu-
cido. Calle 4: pH 6., Calle 5: pH 6, reducido. Calle 6:
PH 6,5. Calle 7: pH 6,5, reduclido. Calle 8: pH 7. Calle
9: pH 7, reducido. Calle 10: peg~EPO no sometida al ca-
lor.

La formacién de agregados puede impedirse también
utilizando antioxidantes. La'figura 8§ muestra que el uso
de 1 mg/ml de acetilcisteina como antlioxidante impide la
formaclién de agregados por acciédn del calor. Por lo tan-
to es Util utilizar un antioxidante, por ejemplo la ace-
tilcisteina, a pH bajo, p.ej. pH 6,2, para impedir 1la
formacién de agregados por accién del calor.

Figura 6: La agregacién de la peg-EPO puede impe-

dirse por pH 6,2 y/o por acetilcisteina. Las muestras de

%6
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peg-EPO sometidas al calor (tal como se describe antes)
se analizan por SDS-PAGE. Las proteinas se colorean con
plata. Calle 1: peg-EPO no sometida al calor. Calle 2:
pH 7,5, sometida al calor. Calle 3: pH 6,2, sometida al
calor. Calle 4: pH 6,2, sometida al calor, reducida. Ca-
lle 5: pH 7,5, 1 mg/ml de acetilcisteina, sometida al
calor. Calle 6: pH 7,5, 1 mg/ml de acetilcisteina, some-
tida al calor, reducida. '

Ejemplo 10: Estabilidad de la peg-EPO en varias

formulaciones a 4, 25, 30 y 40°C.

Se incuba la EPO pegilada en varias formulacioens a
diversas temperaturas. En momentos temporales preesta-
blecidos se toman muestras y se evalia la estabilidad
por cromatografia de liquidos de alta eficacia en fase
inversa (rpHPLC), cromatografia de exclusién de tamafios
de alta eficacia (SEC) y electroforesis a través de gei
de poliacrilamida-dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE). La
tabla 3 compara la estabilidad de la peg-EPO en varias
formulaciones y a diversas temperaturas. Estos datos de-
muestran claramente la superioridad de las formulaciones
de la presente invencién en lo tocante a recuperacidn de

proteinas y agregacién.
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Tabla 3: Estabilidad de la peg-EPQ en varias formu-

laciones y diversas temperaturas

% de recuperacién des- | Agregacién
pués de sels meses a detectable
Formula- | peg-EPO 4°C | 25°C | 30°C | 40°C a 30°C
cién * {ng/ml) (+/~)
A 10 92 91 n.d. 39 n.d.
B 50 97 98 97 78 -
o 50 95 79 79 52 +
E S0 103 102 100 87 -
A 100 96 97 n.d. 50 n.d.
B 400 101 101 101 77 -
c 400 100 94 90 56 +
D 400 o8 96 93 73 -
E 400 99 98 100 66 -

* Las formulaciones son:

formulacién A: fosfato sbédico 10 mM, cloruro sédico 100
mM, pH 7,5

formulacién B: fosfato sédico 10 mM, sulfato sédico 40
mM, 3 % de manita (p/v), pH 6,2

formulapibn C: fosfato sédico 10 mM, NaCl 1C0 mM, pH 7,0
formulacién D: fosfato sébdico 10 mM, sulfato sbdico 120
mM, pH 6,2

formulacién E: arginina 40 mM, sulfato sédico 30 mM, 3 %
de manita, CaCls 1 mM, pH 6,2.

Ejemplo 11: Formulaciones optimizadas que evitan la

oxidacién de la metionina-54 en la proteina EPO, la me-
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tionina actia como antioxidante
Se incuba la EPO pegilada en varias formulaciones a
diversas temperaturas. Pasados 6 meses se toman muestras
y se determina el grado de oxidacién de la metionina-54,
del modo siguiente. Para abreviar, se tratan las mues-
tras de EPO con endoproteinasa LysC. Los péptidos resul-
tantes se separan por cromatografia en fase inversa. Se
calcula la proporciédn entre péptido oxidado en T8 (que
contiene la metionina-54 oxidada) y péptido T8 (que con-
tiene metionina-54 no oxidada). Los datos se recogen en
la tabla 4.
Tabla 4: Grado de oxidacién de metionina-54 en 1la
proteina EPO en varias formulaciones después de seis me-

ses a la temperatura indicada

% de metionina-54 oxidada

Formulacién | peg-EPO 4°C 25°C 30°C 40°C
* {pg/ml)

A 400 2,00 i5,89 24,89 37,89

B 400 2,33 6,55 12,88 30,24

- C 400 2,51 2,95 5,99 14,4

A 50 5,37 21,36 30,62 48, 05

B 50 3,44 13,38 16,59 | 30,83

C 50 4,41 5,52 10,01 15,62

* Las formulaciones se indican sequidamente:
formulacidn A: fosfato sddico 10 mM, cloruro sdédico 100
mM, pH 7,0

formulacién B: fosfato sdédico 10 mM, sulfato sédico 40
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mM, 3 % de manita (p/v), pH 6,2
formulacién C: fosfato sddico 10 mM, sulfato sédico 40
mM, 3 % de manita (p/v), metionina 1 mM, pH 6,2

Estos datos demuestran claramente que la formula-
cién preferida de la presente invencién (fosfato sédico
10 mM, sulfato sédico 40 mM, 3 % de manita (p/v), PpH
6,2) es superior a otras formulaciones por ejemplo fos-
fato sb6dico 10 mM, NaCl 100 mM, pH 7,0, en cuanto al
grado de oxidacién de la metionina-54. La adiciédn de me-
tionina 1 6 10 mM a la formulacién evita claramente la
oxidacién de la metionina-54. Ademds, la metionina actta
como antioxidante y estabiliza la EPQ.

Efemplo 12: Contenido de &acido siélico en muestras

de peg-EPO de varias formulaciones

Con el fin de estudiar la integridad de la estruc-
tura carbohidrato de la glicoproteina peg-EPO se analiza
con técnicas estandar el contenido en acido slélico en
muestras de peg-EPQO de formulaciones optimizadas después
de mantenerlas almacenadas durante 6 meses a varias tem-
peraturas. Los resultados indican que la integridad de
la estructura carbohidrato no sufre efectos negativos
por almacenaje de la proteina en las nuevas formulacio-
nes aqui descritas (figura 9).

Ejemplec 13: Bioactividad de la EPO pegilada después

de mantenerla a temperaturas elevadas durante perlodos
prolongados de tiempo
Con el fin de comprobar que el almacenaje de la

peg-EPO en fosfato sédico 10 mM, sulfato sédico 40 mM, 3

40
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% de manita (p/v), PH 6,2, no influye negativamente en
la bicactividad “in vivo”, se realiza un ensayo esténdar
de EPO en ratén (ver ejemplo 6). Las muestras de peg-EPO
almacenadas durante 6 meses en fosfato sédico 10 mM,
sulfato sddico 40 mM, un 3 % (p/v) de manita, pH 6,2, a
las temperaturas indicadas, no presentan pérdida de ac-
tividad “in vivo” después de almacenarse a 4, 25 y 36°C,
con respecto al estindar de referenclia recién preparado
(figura 10}.

Ejemplo 1l4: Contenido de agregados en peg—-EPO des-

pués de almacenaje a temperatura elevada durante 6 meses

En orden a analizar el contenido de agregados en
las muestras de peg-EPQO después de almacenarlas a tempe-
raturas elevadas en fosfato sdédico 10 mM, sulfato sbdico
40 mM, un 3 & (p/v) de manita, pH 6,2, se toman muestras
al cabo de 6 meses y se analizan por cromatogratia de
exclusién de tamafios.

No se detectan agregados a 4, 25 ni 30°C, demos-
trandose la estabilidad de la EPO pegilada en las formu-
laciones antes mencionadas. La figura 11 muestra una su-
perposicién de los cromatogramas de exclusién de tama-

fios.
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LISTADQO DE SECUENCIAS

(1) INFORMACION GENERAL:
{i) SOLICITANTE:
(A) NOMBRE: F.Hoffmann-La Roche AG
5 {(B) CALLE: 124 Grenzacherstrasse
(C} CIUDAD: Basilea
(D) NACION: Suiza
(F) CODIGO POSTAL (ZIP): CH-4070
(G) TELEFONO: (61) 688 11 11
10 (H) TELEFAX: (61) 688 13 95
(I) TELEX: 962 292 hlr ch
(ii) TITULO DE LA INVENCION: composicién farmacéu-
tica 1fquida
(iii) NOUMERO DE SECUENCIAS: 2
15 (iv) FORMA COMPUTERIZADA:
(A) TIPO DE MEDIC: disquete (floppy disk)
(B) ORDENADOR: IBM PC compatible
(C) SISTEMA OPERATIVO: WORD

{D) SOFTWARE: PatentIn edicién 2.0
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140

Tyr Ser Asn Phe Leu Arg Gly Lys Leu Lys lLeu Tyr Thr Gly Glu Ala

145

Cys Arg Thr Gly Asp
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<211> 166
<212> PRT
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Reivindicacliones

l. Una composiciédn farmacéutica liquida que contie-
ne una proteina eritropoyetina, un anién inorgénico de
carga miltiple en un tampén farmacéuticamente aceptable,
idéneo para mantener el pH de la soluciédn en un interva-
lo comprendido entre 5,5 y 7,0 y opcionalmente uno o va-
rios excipientes farmacéuticamente aceptables.

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

3. La composicién segin las reivindicaciones 1 y 2
en forma de solucidn isotébnica.

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

5. La composicién segin la; reivindicaciones de 1 a
4, en la que el anién se elige entre el grupo formado
por sulfato, citrato.y fosf;to.

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

7. La composicién segin la reivindicacién 6 que
contiene de 10 a 200 mmoles/1l de sulfato.

8. La composicién seqin las reivindicaciones de 1 a
7, en la que el pH se sitda entre 5,8 y 6,7.

9. La compcsicién segin la reivindicacién 8 en la
que el pH se sitida entre 6,0 y 6,5.

10. La composiclién segin la reivindicacién 9 en la
que el pH se sitda en torno a 6€,2.

11. La comrosicién segin las reivindicaciones de 1

4s
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@ 10 en 12 que el tamwpén se elige entre el grupo formado
por un tampbn fosfato y un tampén arginina/HySO4/NasSO4.

12. La composicién segin la reivindicacién 11 en la
que el tamdn es un tampdn fosfato de 10 a 50 mmolar.

13. L2 composicién segin las reivindicaciones de 1
8 12, caracterizada porque consta de unc o varios excl-
plentes farmacéuticamente aceptables.

14. La composicién segin la reivindicacién 13 ca-
racterizada porque uno © varios exciplentes farmacéuti-
camente aceptahles se eligen entrs el grupo formado por
sales, diluyentes, disolventes y conser;antes farmacéu~-
ticamente aceptables.

15. La composicién segin las reivindicaciones 13 y
14 en la que los excipientes farmacéuticamente acepta-
bles se eligen del grupo formadc por agentes tonificado-
res, polioles, antioxidantes y detergentes no idnicos.

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

17. La composicidn segin la reivindicacioén 16, en
la que el pclipl se elige del grupo formato por la mani-
ta, la sorbita, la glicerina, la trehalosa y la sacaro-
sa.

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

19. La composiciétn segiin las reivindicaciones de 13
2 18 que comprende un antioxid;nte.

20. La composicién segin la reivindicacion 19 en la

46
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que el antioxidante es la metionina.

21, La composicién segin las reivindicaclones de 13
a 20 que contiene hasta 1 mmol/l de CaClj.

22. La composicién sggﬁn las reivindicaciones de 15
a 22, en la que el detergente no idénico es el polisorba-
to 80, polisorbato 20 o el Pluronic Fé68.

23. La composicidn segin la reivindicacién 22, en
la que el detergente no iénico es el Pluronic F68.

24, La composicién segin las reivindicaciones 22 6
23, caracterizacla porque contiene hasta un 1 &% (p/v) de
detergente no iénico.

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

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

27. La composiciédn seqgin la reivindicacién 26, en
la que la proteina eritropoyetina se expresa por activa-
cién genética endégena.

28. La composicidn seqgun las reivindicaciones 26 y
27 caracterizada porque la proteina eritropoyetina tiene
la secuencia de aminodcidos SEQ ID NO:1 o la SEQ ID
NO:2.

29, La comrosicién segin las reivindicaciones de 26
a 28, en la qu2 la proteina tiene la secuencia de la
eritropoyetina humana modificada por adicién de 1 a 6

sitios de glicosilacién.
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30. La composiciédn segin las reivindicaciones de 26
a 20 en la que la proteina eritropoyetina tiene la se-
cuencia de la ecitropoyetina humana modificada con una
de las varlantes elegida del grupo siguiente:

Asn30Thr32;

Asn31Thr53;

Asn57Thr59;

Asn69;

Asn69Tnhr71;

Serb8asn69Thr71;

val87asn88Tnhr90;

Ser87nsn88Tnhr20;

Sera7AsneeGLy99Thr9°:

Ser87asn88Thr20Thr92;

Ser87Asn88Thr90A12162;

Asn69Thr715er87asn88Tnr90;

Asn30Thr32vn187asn887hr90;

Asn891190T91;

Ser87asn8911e20ThS91;

Asnl36rhyl33,

Asnl3Brhrl40;

Thrl23; Y

Prol24thrl2s,

31. La composicién segin 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 sequn la reivindicacién 31, en
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la que el reordenamiento consiste en la eliminacién de
cualquier sitio de glicosilacidén unido mediante N de la
eritropoyetina humana y en la adicién de un sitio de
glicosilacién unido mediante N en la posiciédn 88 de la
secuencia de la eritropoyetina humana.

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

Gln245er87asn88Tnr90;
Gln385er87Asn88Thr90; v
Gln835er87asnB88 ~hr90,

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

35. La composicién segin la reivindicaciédn 34, ca-

racterizada porque 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 biolégica “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 la
eritropoyetina humana y los andlogos de la misma que
tengan la secuencia de la erltropoyetina humana modifi-
cada por la adicién de 1 a 6 sitios de glicosilacién o
un reordenamiento de por lo menos un sitio de glicosila-

cién; dicha eritropoyetina estd unida con enlace cova-

ol
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lente a “n” grupos polietilenglicol de la fébrmula -CO-
(CH2) x— (OCH2CH2 ) ,—OR, formando el grupo -CO (es decir,
carbonilo) de cada grupo polietilenglicol 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 nuimero entre aprox. 450 y aprox. 900; n es un numero
de 1 a2 3; ynymn se eligen de tal manera que el peso
molecular del conjugado menos la glicoproteina eritropo-
yetina se sitie entre 20 y 100 kilodaltones.

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

P- [NHCO~ {CH3) x— (OCH2CH2) n—OR] (1)

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

37. La composicién segin la reivindicacién 36, en
la que en la f6érmula (I), X es 2, m es un nuimero de 650
a 750 y n es el aimero 1 y R es metilo.

38. La composicién segin la relvindicacié4n 34, en
la que la proteina eritropoyetina es un conjugado, dicho
conjugado estd 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 gldbulos
rojos en la médula ésea y elegida entre el grupo formado
por la eritropoyetina humana y andlogos de la misma que
tengan la estructura primaria de la eritropoyetina huma-

na modificada pcr la adicidén de 1 a 6 sitios de glicosi-

do2
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lacién; dicha glicoproteina estd unida por enlace cova-
lente con grup>s (alcoxi de bajo peso molecular)-
polietilenglicol en un ntmero de uno a tres, cada grupo
polietilengliéol estd unido mediante enlace covalente a
la glicoproteina mediante un engarce de 1la férmula
~C(0) -X-S-Y-, formando el C(0) del engarce o eslabén un
enlace amida c¢on uno de dichos grupos amino, X es
~(CH2) x~ 0 -CH2(0-CH2-CH2}x-, k es un numero de 1 a 10,

Y es

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

39. El cornjugado de la reivindicacién 38 de la fé6r-

mula
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P{H X s/¢:\/N[\o/\’]’mma
0 O n

en la que n es un numero entero de 1 a 3; mes un nlimero
entero de 450 a 900; R es alquilo de bajo peso molecu-
lar; X es -(CHz)k- o -CH2 (0O-CH2-CH2)yx-, ¥ P es el resto
de una glicoproteina eritropoyetina sin el grupo amino o
los grupos aminos que forman un enlace amida con X.

40. El1 conjugado de la reivindicacién 39, de la

férmula:

H
H N OR
P N\gx\,;/él\/\‘g \/\EO/\J;\

en la que n es un nimero entero de 1 a 3; mes un ndmero
entero de 450 a 900; R es alquilo de bajo peso molecu-
lar; X es —(CH2)x- o =CH2{0-CHp-CH2)yk-, Y P es el resto
de una glicopro:-eina eritropoyvetina sin el grupo amino o
los grupos aminos que forman un enlace amida con X,

41. La composicidn segin las reivindicaciones de 1
a 40 que consta de 10 a 10.000 pg de proteina eritropo-

yetina por ml.

|0
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42. La composicién segin las relvindicaciones de 1
a 41 que consta de 10 a 10.000 pg de proteina gritropo-
yetina por ml, d2 10 a 200 mmoles/l de sulfato y de 10 a
50 mmoles/1 de fosfato, pH de 6,0 a 6,5.

43. La composicién 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 composicidén segin las reivindicaciones 42 ¢
43 que contiene del 10 a 10.000 ug 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 Pluronic F68 (p/v), DH 6,2.

45. La composiciédn de las reivindicaciones 1 a 41
que contiene de 10 a 10.000 pg de proteina eritropoyeti-
na por ml, de 1{ 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 nM, hasta un 0,1 % de Pluro-
nic F68 y opcicnalmente 7,5 pmoles/l de CaCljy.

47. La composicién de la relvindicacidn 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 cormposicién de las reivindicaciones 1 a 41
que contiene de 10 a 10.000 pg de proteina eritropoyeti-

na por ml, de 10 a 50 mmoles/l de arginina, pH de 6 a

105



10

15

20

25

-82-
6,5, de 10 a 100 mmoles/l de sulfato sédico.

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

50. La composiciédn de las reivindicaciones 48 & 49,
que contiene de 10 a 10.000 pg 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 Plur-onic F68 y opcionalmente 1 mmol/l de
CaClj.

51. La composiciétn de las reivindicaclones 1 a 41
que contiene de 25 a 500 pg/ml de eritropoyetina y
a) fosfato sédico/potasico 10 mM, NaCl 100 mM, pH 7,0 6
b) fosfato sbédico 10 mM, sulfato sédico 120 mM, pH 6,2 &
c) fosfato sédizo 10 mM, sulfato sédico 40 mM, un 3 § de
manita, pH 6,2 5
d) fosfato sédico 10 mM, sulfato sddico 40 mM, un 3 % de
manita, metionina 10 mM, un 0,01 &% de Pluronic Fé68, pH
6,2 6
e) arginina 40 mM, sulfato s6dico 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 ¥68, pH 6,2.

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

53. La ccmposicién segqin la reivindicacién 52 que

Je6
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-83-
contiene fosfato s6dico 10 mM, sulfato sbdico 40 mM, un
3% de manita, m2tionina 10 mM, un 0,01 % de Pluronic F68,
pE 6,2.

54. La ccmposicién segin la reivindicacién 52 que
contiene arginina 40 mM, sulfato sédico 30 mM, un 3 &% de
manita, metionina 10 mM, un 0,01 % de Pluronic Fé68, pH
6,2.

55. La composicién segiin las reivindicaciones de 1
a 54 en forma ce un liofilizado o de un polvo secado por
atomizacidn.

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

57. Dispositivo para la liberacién persistente lo-
cal y sistémica que consta de una composicién seglin una
de las reivindicacionee de 1 a 54.

58. La invencifin tal como se ha descrito en el pre-

sente escrito.

|OY~



Fig, 1
Ala Pro Pro Arg Leu Ile Cys Asp Ser Arg”® Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu Ala Lys™

Glu Ala Glu Asn Ila Thr Shr Gly Cys Ala® Glu His Cys Ser Leu Asn Glu Asn Ile Thr®
Val Pro Asp Thr Lys Val han Phe Tyr Ala® Trp Lys Arg Mat Glu Val Gly Gln Gln Ala®™
Yal Glu Vel Trp Gln Gly leu Ala leu Leu® Ser Glu Ala Val leu Arg Gly Gln Ala Leu™
Leu Val Asn Ser Ser Gln ¥ro Trp Glu Pro™® Leu Gln Leu His Val Asp Lys Ala Val Ser'™®
Gly Leu Arg Ser leu Thr “hr Leu Leu Arg'® Ala leu Gly Ala Gln Lys Glu Ala Ile Ser™
P.m-l’:onspml\la Ser ila Ala Pxo Leu'™ Arg Thr Ile Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys'®
Leu Pha Axg Val Tyr Ser isn Phe lsu Arg™ Gly lLys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala'®
Cys Arg Thr Gly Asp'®



Fig. 2

Alz P10 Pro Arg We Yle Cvs A3y Ser Arg™ Val Law Glu Aog Tyr leu Lew Glu Ala Lys™

Glu Ala Glu I'A.!-I"; I3 Thr Thr Gly Cys Ala® Glu His Cys fur Leu Asn Giu Asn Tle Thr®
Val Pro Asp Thr Lys Val hun Phe Tyr Ala® Top Lys Arg M:t Glu var Gly Gln Gln ALa®
Vel Glu Yal Trp Gln Gly Lau Ala lew Leu® Ser Giu Al-a Val Len Ara Gly Gin Ala Led®
Lev Val Asn 3wt Sa: Gln Fro Tip Glu Pro® Lau Gln Lew iis vai Asp Lys Ala Val Ser'™
Giy waU Arg Sar 1aun Trr Tar jad Leu Arg'® Ala Lev 3y ‘ia Gin :.ys Glu Rla Ile Ser'®
Pro Pro Asp Ala Als Sex Ala Als Prc Lea'™ Arg The Ile T Ala Asp Thr Phe Arg Lys'¥
Leu Phe Arg Val Tyr Suxr Asn Phe Lau Arg™ Gly Lys Leu '4a Leu Tyx Thr Gly Glu Ala'®
Cys Arg Thr Gly Asp Arg'™
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Traduccién oficial del idioma alemén no.: 210-56

Hoja 3:

No. de documentos P 1168/2000

Por medio de la present: autentico la firma anterior, puesta ante mi por
el sefior Apollon Papadirnitriou, nacido el 23 de septiembre de 1968,
domiciliado en 83673 Bichl, Bachstr. 38 a,

a quien conozco personalmente.

Penzberg, el 15 de septiembre da 2000.

(firmado) Dr. Gregor Basty, notario.

Hoja 1:

(firmado) Dr. Peter Kustar, abogado y notario, '

P ¢
Peterskirchplatz 12, apartado postal, CH- 4001 Basilea, hay un selios seco:del

o L

-
.

notario Peter Kuster en Basilea.

a
Leg.-Prot 2001 no. 112 - “_ _
Apostilla SRR
(Convencién de la Haye del 5 de octubre de 1961)
1. Pais: Suiza .
Este documento publico " P'
2. ha sido firmado por Cr. iur. P. Kuster 4

3. en su calidad de notario publico
4, esta provisto con el sello del mencionado
Confirmado

5. en Basilea 6. el 11 de abril de 2001

~r 'm"( -’ Q
7. por la Cancilleria de Estado del cantén Basilea-ciudad abettea Tunle

Tededzar . -+, =t ONcel
De=sinelfe Ea .ovi do injutidn
' w0e
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8. bajo el no. 2'36415’467

9. Sello: 10. Firma
Hay un sello redondo de la
Cancilleria de Estado del cantén de

Basilea-ciudad

Es traduccién fiel y completa del original
72..'?{5: (e

b L SN o . ida ~lajasilds
| P

Dorothee Grote, traductora e intérprete oficial
Resolucién no. 2501 del Ministerio de Justicia 1994

(firmado) Heidi Fischer
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TRADUCCION OFICIAL No. 2002-10-22-584
DE UN DOCUMENTO PRESENTADO EN INGLES

JIRASPASQ Caso 20619

Yo/Nosotros, el suscrito

Apollon Papadimitriou, biélogo, ciudadano aleman

38a Bachstrasse

D-83873 Bichl, Alemaniz

CESIONISTA(S), por el pra-sente declaro que soy/somos " el inventor

Gnico/conjunto de la invencion llamada

Nueva Composicién Farmacéutica
para la cual la primera solicitud(es) se presentd asl:
Pals/paises : Europa

Fecha(s) de registro : 15 de mayo de 2.000
Nimero de registro ~ :  00110355.5



Yy que por una causa contractual adecuada, el recibo y suficiencia de la cual se
reconoce por el presents, yo/nosotros hemos vendido, cedido y transferido todos
los derechos y titulos a 'y de dicha invencion y de dicha solicitud(es) en todos los

paises del mundo al CESIONARIO:

F. Hoffmann-La Roche AG

124 Gren::acherstrasse, CH-4070 Basle (Switzerland)

La presente cesidn es para, pero no se limita a los siguientes paises:

Argentina, Australia, Austria, Bélgica, Brasil, Canada, Chile, Republica Checa,
Dinamarca, Finlandia, Francia, Alemania, Grecia, Hungria, Ifanda, Israel, ltalia,
Japén, Kazakhstan, Corea, Luxemburgo, México, Ménaco, Holanda, Nueva
Zelanda, Noruega, Pakistdn, Reptblica Popular China, Filipinas, Polonia, Portugal,
Rusia, Arabia Saudita, $ur Africa, Espafia, Suecia, Suiza, Taiwan, Turquia, Reino
Unido de la Gran Bretafia e Ifanda del Norte, Ucrania, Uruguay, EE.UU.,

Veanezuela.

En virtud de esta cesitn dicho CESIONARIO tiene pleno derecho a solicitar y
obtener en su propio nombre 0 en cualquier otro nombre y para sus propios fines
y cuenta PATENTE DIz INVENCION en todo el mundo, especialmente en los

paises anteriormente mencionados, y por lo tanto a reivindicar el derecho de

j18 ]



pri'oridad de la primera solicitud registrada en el pals (palses) anteriormente

mencionados de acuerdo con las convenciones intemacionales.

Fimado en (ilegible), este dia 15 de septiembre de 2.000

Por
(firma: ilegible)

Apolion Papadimitriou

Se requiere notarizacion

L2
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C lombia F. Hoffmann-La Roche

Caso 20619

Reclaragion

Yo, el suscrito notario puiblico, por el presente declaro que la copia anexa llamada

‘Cesién’ es una copia fiel del documento original que me ha presentado

F. Hoffmann-La Roche AG

de Basilea, Suiza.

Basilea, Suiza, este 09-(4-2001 (noveno dia de abril de dos mil uno)
(firma: ilegible)

Leg. Prot. 2001 No. 112

Hay un sello.

Traducido, a mi raejor saber y entender, este dia 22 de octubre de 2.002,
en la ciudad de Santafid de Bogota, por Anita Escobar de Tamayo, Traductora
Oficial, Res. 2177 del 15 de agosto de 1989, Ministerio de Justicia, Republica de

Colombia. THAUUCTOR OFIOIAL
RESOLUCION 2177

L '

ANTTA ESCOBAR DE TAMAYO
4



Colombia

{, the undersigned notary public,

'Assignment’ is a true copY of the original document which has been

foBR LLOREDA miioiidw

123

FH o menn- Ja fare
Case 20619

herewith declare that the annexed copy entitled

presented to me by

F. Hoffmann-La Roche AG

of Basle, Switzerland.
g, ~es 090

Basel/oy \@nd, 8

7/

L - -\

-~

s

N
g i

Dr. Peter Kuster
Advokat und Notar

Poterskirchplatz 12
Postfach

%_mmc{ N*. W2

APOSTILLE

(Convention de la Haye du 5 aolobre 1961)

7. dures die S:anm .

R, unter Nr. &

9. Sierel/Stempe. :

1. Land: Schweiz (Sulsse)

Diiene #Aiffentliche Urkuon .
2 it richricben von.... L L5y
AT S.—.‘.V- Cm . -
1. in seiner Eigenschalt als. ) m
4, sie irl wersehen migadem $ desdden) ..............
e T e R,
Hes-iviwt 't Aﬂﬂ‘l Zﬂﬂl
5. in Rasel (ile) fi. am

anz en des Kantuns Bavel-Stadt - I
........ LN LT S

10. Unterschrift:
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_ Case 20619
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I/WE, the undenigned

Apollon Papadimitriou, biologist, @ German citizen

38a Bachstrasse

D-83673 Bichl, Germany

ASSIGNOR(S), herewith declar: that I am/we are the sole/joint inventor{s) of the invention entitled:

New Pharmaceutical Composition
for which the first application(s) was (were) filed as follows:

Countzlct(m)nn-ies : Europe
Filing date(s : May 15, 2000
Filing number(s) : 001Y103:55.5

and that for good and valuable consideration, the receipt and sufficiency of which is hereby acknowledged, I/WE have
sold, assigned and transferred all rights and title to and from the said invention and from the said application(s) in all
countries of the world to the ANSIGNEE:

F. Hoffmann-La Roche AG
124 Grenzacherstrasse, CH-4070 Basle (Switzerland)

The present assignment is for, bat is not limited to the following countries:

Argentina, Australia, Austria, Belgium, Brazil, Canada, Chile, Czech Republic, Denmark, Finland, France, Germany,
Greece, Hungary, Ireland, Israel, Italy, Japan, Knzakhstan, Kores, Luxembourg, Mexico, Monaco, Netherlands, New
Zealand, Norway, Pakistan, Pedple’s Republic of China, Philippines, Poland, Portugal, Russin, Saudi Arabia, South
Africn, Spain, Sweden, Switzerlind, Taiwan, Turkey, United Kingdom of Great Britain and Northern Ireland, Ukraine,
Uruguay, U.S.A., Venezuela.

By virtue of this assignment the: said ASSIGNEE is fully entitled to apply for and obtain in their own name or in any
other nathe and for their own purposes and account LETTERS PATENT in the whole world, especially in the above-
named countries, and to claim therefor the right of priority of the first filed application(s) in the above-named country
(countries) in accordance with-iaternational conventions.

Signed at ?Mﬂéﬂ ' s AT dayot @"Mﬂ ﬁw

by

Notarization required

126



URNr. Pﬂﬂ [£000.

Beglaubigt wird hiemmit die Echtheit vorstehender,

vor mir volizogener Unterschrift von

Herm Apolion Papadimitriou, geboren am 23. September 1968,
wohnhaft 83673 Bichl, Bachstr. 38 a,

persdnlich bekannt.

Penzberg, den 1£.09.2000

or. Grggor Basty, Nptar

A2y
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SUPERTMBUSTRIA Y COMERCIO ” ¥ "‘; |2‘6
Radicecion 1 02102350 0000000 foliosy . .
Fecke G 12 1112 15085813 Industria y Comercio

Traite : Oif PCT-PATENT 379 RASE WACI Aii PRESENAL
Desendenciaz 2020 DIVISTEN DE MEWRS CRERCICMES

REQUISITOS MINIMOS PARA ADMISION A TRAMITE

SUPERINTENDENCIA

PATENTE DE INVENCION [¢T MODELO DE UTILIDAD | }

« Indicacion de que se sclicita la concesion de una patente €T
« Datos e identificacion jel solicitante o de |a persona que presenta la solicitud [¢1™
» Descripcion de la invenzion €T

« Dibujos de ser estos pertinentes e
o Comprobante de Pago de las tasas establecidas Pal

COMPLETA N INCOMPLETA

DISENO INDUSTRIAL [ |

¢ Indicacion de que se solicita el registro de Disefo Industrial.

« Datos de identificacion del solicitante o de la persona que presenta la solicitud.

» Representacion grafica y fotografica del Diseno Industrial 0 muestra de!
material gque incorpore el disefio .
o Comprobante de pago de las tasas establecidas.

COMPLETA[ | INCOMPLETA

ESQUEMA DE TRAZADO [ ]

Indicacion de que se solicita el registro de un Esquema de trazado.

Representacion grafica del esquema de trazado
Comprobante de pago de las tasas establecidas.

COMPLETA[ ] . INCOMPLETA

S

Firma Responsable

N 2002

Datos de identificacion del sclicitante o de la persona que presenta la solicitud.

[]

— p—
SNy W}

[ ]

Carrera 13 No. 2700 Fiso 5y 10

Conmutador: 334 12 21-2-34
Fau: 281 31 25 e-mail: mfofisc.gov.cn
Santa Fe de Bognta D.C. - Colombia



