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PCT
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SOLICITUD DE
] Patente de Invencisn [J Patente de Modelo de Utilidad
Capltulo | [J capitulo Il
’_ Nombre BOEHRINGER INGELHEIM
INTERNATIONAL GMBH 5
sociedad conshiulda y existente bajo las IDENTIFICACION
8 LICITANTE .
(71) leyes de [a Repubiica Federal de Alemania ce ] NIT ]
Direcaidn  Binger strasse 173, 55216 CE [] Otro ]
Ingelheim am Rhein
Republica Federal de Alsmania Cual
Numero
Domialio Ingelheim am Rhein
Republica Federal de Alemania
Nombre EMILIO FERRERO IDENTIFICACION
Direccion Carrera 4* No 72-35 cce DX NIT ]
Telefono 347 38 11
REPRESENTANTE | 211 88 50 CE u oo [
APODERADO E-mail jentes@cam Cual
Domicilio Bogota, Colombia Numero 438018 TP 316828
1 Robert WANDL .~ 2 Roman NECINA
@ Landstrasse Hauptstrasse 10/101 Schillgase 32/18,
Viena 1030 Viena 1210
INVENTOR (ES) | Austia Austria
(72) 3 Randolph SEIDLER / 4 Martin LENTER +
4 | ester Road, Sandy Hook Promenade 23,
Connecticut 08482 Uim 88073
Estados Unidos de Amanca Republica Federal de Alemania
&6 Henrl DOODS 4
Frelherr-von-Koenrg-Strasse 6
Warthausen 8847
Republica Federal de Alamania
PCT (86)

Solicitud Intemacional No PCT/EP2004/003858 Fecha 13 de abnl de 2004
Publicacidn Internacional No WO 2004/086850 A1 Fecha 11 de noviembre de 2004

Titulo (54)
@ PROCEDIMIENTO PARA LA PREPARACION DE UN FACTOR QUIMIOTACTICO

MODIFICADO EN EL N-TERMINAL
@ Clasificaclén Internaclonal (51) CO7K 14/52

. Pnondad | (33) Pais de Ongen (32) Fecha (31) Numero de Solicitud
sik noll EP 2 de mayo de 2003 03010014 3

@ Comprobante de pag No 05-81,877 Fecha octubre 24 de 2005
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Anexos

Comprobante de pago de la tasa de presentacién de |a solicitud por $ 443 000 oo
Comprobante de pago por reivindicacién de pnondad

Documento que acredita la existencia y representacidn legal cuando el solicitante sea persona
Juridica

Poderes, si fuere sl caso

Documento de cesidn del inventor al solictante o a su causante

Declaraciones

Copia de la solicitud intemacional (Resumen, descnpcion, raivindicaciones, dibujos)
Traduccioén de |a solicitud internacional al castellano (Resumen, descnpcién, revindicaciones,
dibujos}

Copia del examen preliminar efectuado por 'a IPEA

Traducciéon del examen preliminar efectuado por la IPEA

De ser el caso, copia del contrato de acceso

De ser el caso, documentc que acredrte |a licencia o autonzacién de uso de conocimientos
tradiclonales de las comunidades ind/genas

De ser el caso, certificado de depdsrto del material bicldgico

Arte final 12x12

De ser el caso, informacién sobre otras solicitudes de patents o titulos obtenides en al
axtranjero por el mismo titular o su causants, relacionadas parcial o totalmente con la invencién
de esta solicitud

Otros VER HOJA DE DOCUMENTOS ANEXOS

@ X 0O00 ODO0O0 HEOMK mmmg

FIGURA CARACTERISTICA

O,

Solicto la concesién de la patents,
NOMBRE EMILIQ FERRERO

FIRMA 4::«@'- C-—’ — -
C C 438 018 de Usaquén TP 31 828

JDF
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DOCUMENTOS ANEXOS

X Publicacién intemacional WO 2004/096850 A1
Descnipcion
Paginas 28 en el idioma onginal
Paginas 29 en espafiol
Reivindicaciones Nimero (s) 15
Figuras Namero (s) 8
(X Forma PCT/ISA/210 Informe de Blsqueda Interacional
X Forma PCTASA/237 Opinién Escnta De La Administracién Encargada De La Busqueda
Internacional
B4 [< Extracto de publicacién

NO SE REALIZARON MODIFICACIONES
EN FASE INTERNACIONAL



.4 CONSULADO GENERAL DE COLOMBIA
MUNICH

El consul General de Colombia

CERTIFICA

Que el Dr Harmms Paul Tuttenberg —--—- , quén autentica la fir-
ma del signatario en el presente documento, ejercia en la fecha

alli indicada las funcicnes de Presidente Tribunal Regional
-en Mainz - ——— e T e

Que la firma HCEHRINGER INGELHETM CnbH,domciliada
en 55216 Ingelheim am Rheln, m&omm
Juzgado Mmicipal de Bingen

esta constituida v ejerce su abjeto social de confarmidad oon las
leyes de la Repiblica Federal de Alemania

quien ‘{es) firman el presente documento tiene (n) facultad legal

suf1c1&’1te para representar a la mencionada firma y otorgar poderes
en su nClﬂ)re

Que ha tentio a la vista la documentacién que prueba lo anterior

Munich, 183e Dicaiembre de 1995

ALOWECIDE COR EL ZUTNNAL
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&

For patents, uhlity models, mdustnal designs,
trademarks, commercal names, trad= emblems,

slogans.

Para patentes, modelos de utihdad, diserfios
mmdustnizles, marcas de fibnca, nombres
comeraales, ensefias, lemas comerciales.

9255
0569

REPRESENTATION AND
POWER OF ATTORNEY

I (we), the undemigned /Yo (nosotros), abajo firmado (a)
BOEHRINGER INGELHEIM INTERNATIONAL GMBH

of/ domiclliado (s) en D-55216 Ingelheim am Rhein,

GERMANY

r el presents nombrmamos 1« GERMAN CAVELIERb(rBa 832,
ONZALO PERDOMO, tps 831, EMILIO FERR X T
31929 y LUZ CLEMENCIA DE PAEZ, 23555, domicilindos
en la Carrera 4* N* 72-35, Bogotié, Colombla, an obedecimiento n
lo dlxpuesto en el parfgrafo 19 del Articulo 543 del Cédlgo de
Comercla, el primero como principal y los demis como
suplentes, en su onrden, como mis (nuestros) representantes en
todos los msuntos de propleded Industrial con facultad
reciblr nofflcaclones y nombrar apoderados judiclales o
extra]ludlcinles. El primer representante supiente reemplazard al
mc pal en caso de ausencla o lmpeglmento temporal o
nitlvo de aquél La mbmo regla se aplicard cuando el
segundo represantante suplente haya de reemplazar al primero,
o el lercero al segundo En teles cases, el representante
princlpal, o ¢l primero o sagundo suplente, en su caso, 0 ambos,
declarardn asu Intenclén de no ejercer I mepresentacién
mediante declaracidn aubenticada r Notarlo Miiblico en
Colombla, o por Notario u otro Funclonario Publico, o Cénsul
de Colombla, en e] extranjero, y sl se tratare de impedimento,
con el certifiondo respectivo 3! alguno de los nombradoa faltare
definlilvamente el sigulente tomard su luFAr Cuando gesare la
ausencla o Impedimentu del representante prindpal, o de su
primero o segundo suplentes en su caso, podran ejercer la
representacidn, en su onden, uno u otros segun @l omso,
asumléndola por el solo liecho de ejercerla, cesandu en ese
momento el sjerciclo de lo representacdn por el pnmaero,
segundo o tercer suplente en su caso

Ademis canflero (comfenimos) poder a loa abogados arriba
nombmdos ra obtener la protecdun de mi (nuestra)
prupledad induatrial contra |a competencia desleal, a cuyo
efecto autorizo (amos) & los dichos apoderndos para que me
(nos) represanten ante cual ulera entldades o rsonaa,
ejerzan o Yo jurisdiccidn, especialmente ante las del onden
administrative contencloso-adminlstrative y judicial, usl como

trbunrles de arbltramento en todo lo concernlente a los

lentes asuntoa a) Obtencién de patentes de invenclén,
modelos de utilldad, y diseflos industriates, al {atro de
marcas de fabrica colectivas defensivas, de servicio, lemas
comerciales, nombres comerclales, enseflaa variedates
vegetales y denominaclones de ongen, su renovadlin, traspaso,
camblo de nombre o dumicllio, cancelaclon voluntaria, y el
regi~tro de licenclas de uso de esos derechos, b) Las acclones de
competencia desleal, prutecadn del consumidor oposicdones u
observaclones, cancelacién adminatmativa y judlcial, nulldad,
medidas cautelares, concesidn de lUcenclms, la tulela, la
proteccién de secretos Industriales y en general J.:E‘julcma
civilea penales, ndministratives o contencloso-administrativos
relocionades con estos derechos acciones y procesos gue
promovamos ¢ Se nos promuevan. Y para que en todoa%oa
asuntes arriba determinados edan sustituir este mandato,
translgir, concillar, admitlr los heclios del proceso deststlr
cancelar, reclbir, renunclar y matlficor los actos de agentes
vficiosoe

in due compllance with the terms of ph iat of article 543
of the Commercal Code, do here appolnt GERMAN
CAVELIER tpa B31, GONZALO PE MO 891 EMILI
FERRERD, 31929, and LUZ CLEMENCIA DE PAEZ,
23555, domiciled at Carrera 4* N® 72-35, Bogotd, Colombia, the
first as princpal and the others as alterna in the order of
thelr appolntment, as our representatives for all Industrial
property matters with faculty to recelve notifications and to
appoint attorn in and out of Court The first alternate shall
replace the princlpal in case of his absence or of temporul or
definltlve impediment The pame rule will lgpl)frlnwﬁzn the
second alternate representative ia to meplace the t one, or
whan the third Is to replace the first or second alternates in their
turn, or both of them, second In such cuses, the principal
representative or the first or second allernates in their turn, or
botli of them, shall astate thelr intention not to act as

resentntives through a declaration given before a Notary
PPublic in Colombia, or before a Not or another Public Offlcial
or 2 Colombian Consu!l abroad, and In ocwse of Im Iment, the
appropriate certiflcate shall muffice If any of the mppolntees
were o be deflnitely abwent, the following alternate » take
hils place When the absence or Impediment of the principel
representative, or of the fimt or second alternate in their turn
ceases, the resentation can be taken again {n their pequence,
by the prindpal, the first or second alternate dependlns on case,
and the mere fact or its exerclae will muffice The exercise of the
representation by the fimst, second or third alternates In thelr
turn slnll end at such time

In udditlon, we grant a Power of Attorney in favor of the

sbove-named attomeys-at-law so that they may obtsin the
tection of my foun.d 8 against the

L;P‘n}'llr mmpcﬁtlo):‘l htehl f2) the sald

attorneys to represen biec(us) 1

with or without =1l

administrative coritentious_gnd. fudichl,” Ii¥as before
Arbitration Court, ff7ali"fRafters condernlng” ther . a)
Obtainment of patentss ] q.nd deslgns,
the registration of l_‘;‘l collectiVe, d¥fazisive service
marks, alogans, strdeyemblems, vegetal

varieties and deno

- of name of do
regiatration of llceripes,
unsfllr competition, piv
observatlons, adminis
infringement grantin
mandamus, the protection
civl, penal, and administrati?rs iating to those rlahu,
achions and sults Institued by me (us) or nat me (us) And
that In all the above matters they may subatitute this Power of
Attorney, compromise, conclliate, admit the facts of the case,
denlst, “oancel, recelve, resign, and ratlfy acts done by
representatives without a power of sttorney

3 4
o Lo} I3

I sbxre rights, bYActions of

H ctions o

. ﬂhﬁkﬁmn&kfﬁé:lliom or

Court cancellatlon, nullity,

g the wmction for writ

ts, and in ern] the

Ingelheim am Rhein, 12.12 1995

Glven and signed this/Dado y irmadu hoy

EOcHRINGER INGELHEIM

in/en INTERNA“ONAL GMBH

[ﬁppq

PP (LR

Dr Dieter Laud1en‘[/‘a-l—ft

Dr Gerhard Huber

Signature

CAVIT TR ABOGADOS
WIPODERE-T (MINUTA NT12.11 2.5)

Flrma



LEGALIZACTON

El Seflo- Cdnsul Jde Colombla debe expedir un certificado
consular subre (1) la existencla legal de la compailfa que oto

el puder, (2) que édsta ejerce su objeto soclal, ¥ & que e
personas que ¢ el poder estin auterizadas parz darle A
este cfecty lea salicllamos que muestren al Seflor Cénsul las
pruebas que acreditan esos hechos (1), 12) y B)

NOTA PARA LL SENOR CONSUL DE COLOMBIA Segiin los artfculos 65 del C de PC y

L] L 4

LBSALIZATION ]

The Colombla Consul must issue a coniular cestificate nn
the legal existenct of The company which grans /A

Power-of-Attorney, (2) that it 1w In actual exercse o
and (3) that the persons who execute the

compan rpuses,
Puwg: o’E R‘t'lume{ Is autorized to Jdo s0. To this effect, pleasc
lhwr‘d (3;3“ Consul the evidence to prove the above facts (1), (2)
a1

COMO NOTaAM SWNTO (X} DBL £
[ ]
o3 BRGOT. iaﬂ
4 POTOCOMA Clha sl SONSTAR OUR

LA
aue 1 1u|wnuwm\. '
,“;:: ] 1“1.’:# T
B % ocr 2nus‘ﬁlg .
13 e A
R s A

O MENDE: BA v i
NOTARA g IAS
- Lhodyvnin

~

480 del C de Co,

s1 el poderdante es una sociedad, el Sefior Cénsul Aebe certificar que tuvo a la vista las pruebas de su
exislencia, que efercenu ohjetu suaal y que quien confiere el poder es su representante



Vorseitige vor mir gefertigte Namensunterschriften der Herren

1 Dr Dieter L a u d 1 en Dipl -Chemiker, wohphaft in 56127 Mainz,

2 Dr Gerhard Hu b a r Rechtsanwalt wohnhaft in 656411 Bingen

- mur bekannt -

Koslonberocnnuq!
Gebahr {Gr Legailss

art oM S0~ )

JViOStO v 287 1067
BGBI | S. 881 afﬂ-

b YY) ”

beglaubige ich hiarmit

o e o

| Notanatsverweser
anstelle des Notars  __
Prot Dr Weinch in Ingelhelm

b

Die Echlhelt vorstehender Unierschrift des Nol ssessors
Dr. Peter Wirth - Nolariatsverweser anstelie des Notars
Prof Dr Weirich in Ingelheim und die Echthelt des beil-

gedruckten Dienst - xbemgedsx - siegels werden hierdurch
besLitigt. Zugleich wird bescheinigt, daB der Yorgenanntie

sur Vornahme der Amtshandlung gesetzlich befugt war.

Mainz. den dreizehnten Dezenber nanzelnhundertfinfundnaunzig
Der Prisident des Landgerichls
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TRADUCCION OFICIAL No 3133

de un documento escrito en Aleman, el cual para su identificacion
se sella con el sello de 1la traductora, lo mismoc que la
presente -

(A continuacién del poder conferido a GERMAN CAVELIER, tpa 832,
GOMZALO PERDOMO, +tpa. 831, EMILIO FERREROD tpa, 31929, vy LUZ
CLEMENCIA DE FAEZ, tpa 23555; damiciliados en la Carrera 4 No

72-35, Bogotd, Colombaa, por la BOEHRINGER INBELHEIM
INTERNATIONAL OMEH, domiciliada en D-532146 Ingelheaim am Rhean,
FFA, a través de sus representantes los Srs. Dr Dieter Laudien y

Dr Gerhard Huber )

Legalizacidon

Protocolo rial Nog 99/95 ¥
Certifico la autenticidad de las firmas antecedentes puestas ante

mi por los sefiares

“

i Dr Dieter Laudien, Dipl. Chim., dnm;f;.,r-

a quienes conozCo enh persona



et

luclda Na 55 ¢ Fimay,

wUZ &K}
MADUCYO
g —
Casa

Igualmente certifico, por haber examinado en la fecha el Regaistro

de Comercio del Juzgado Municaipal de Bangen, HR B 1063, que la

firma Boehringen Ingelheim International GmbH, domiciliada en

Ingelheam am Rhein, esta anscrita bajo el No HR B 10583 en el

Registro de Comercio del Juzgado Municaipal de Baingen y que los

sefiores Dr. Laudien vy Dr Huber, en su calidad de apoderados,

estan facultados para representar conjuntamente a la sociedad

Ingelheim am Rheain, 12 de diciembre de 1995/hun
Fdo 1 firma 1legible

{Hilo y oblea roja en relieve ) El notario suplente

El notario suplente - Ingelheam del notario de Ingelheim

Frof Dr Weirich

{(dos sellos redondos en tinta del Tribunal Regional de Mainz)

710 E 1

Dr

Se certifica la autenticaidad de 1la firma antecedente del

N
Peter Wirth, como notario suplernite del Prof.

de Ingelheim, y la del sello oficial que la

s@ certifica que el mencionado notario e

realizar ese acto oficial

M&inz, trece de diciembre de mil novec

noventa y cinco




' v "Xy PRATEE AN
l’i r "-‘ t ] &L
E1 Presidente del Tribunal Regional Co L
(E) Fdo  firma 1legible

(Dr Hanns Faul Tuttenberg.) '

Costas

Derechos de legalizacion
(Valar DM 5 000,~)

JVKostO del 246 de julioc 1957
Gacetas 0Oficial I Pag Bé61

DM Z20,--

Mawnz, 13 de diciembre de 1995
Fda firma 1legable

Inspector

e e S e et B il

EM ESPArMOL" La legalizacion de las firmas antecelentﬂ poa el

Consulado de Colombia en Munich bajac el No é;?, dq& 191!Pe
diciembre de 1995, v por el Ministerio de Relacluﬁes Eﬂtergges
de Colombia bajo el No 051406 del 4 de enero de ;_‘?E.&. '5 R;ﬁ
Fagados derechos y Fondo Rotatorio USE 106,—— '“# E:-': §

cue n-mmnn\n

ES TRADUCCIOM FIEL Y COMPLETA, de la cual se ;aa.éﬁ-mﬁgz

LY
archivos de estas oficinas para su confrontacid

Santafé de Bogotd, & de eneroc de 1996 MABUCT

iy comd nomf?;mo [T Glmﬂ;

BOROEA WADD CONCTAR QUI L1
‘ecuns cULARCIDE GO L :'l:ﬂl.lt

=



GOMO NOTARIO ENCARGADO DE S&IIAE
DE TA HA STAR- Fi
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EN ESTA NOTARI
pOENE foss

SANTAFE D™ BNGOTA

SANTAFE OE BOGOTA DL

UE -4 ACIGNF3
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e e ] CAVELIER
TeLseax |;7|~n| P ABOGADOS CORREO ELECTEONICO MUNDIAL CAVE
”~
TeLex 4s479"CAVE €O EDIFICIO SISKi TELEFONO (371 (1) 2120100
(2217407373 CAVE UC CARRERA 4% No 7235 CaBLes CAVELEYES

BOGOTA 8 COLOMBIA

Sefior Jefe de la

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Superintendencia de Industria y Comercio
E S5 D

P

Poderdante EBEOHIRINGER INGELHEIM INTERNATTGNAL GMBH

Poder conferido el 12-12-95

Yo, GERMAN CAVELIER, obrando en mi calidad de apoderado
praincipal del poderdante arriba mencionado atentamente
manifiesto a Usted que sustituyo el fpoder que me ha si1do
conferido en la persona del doctor EMILIO FERRERO, Abogado con
Tarjeta Profesional No 31 929, con todas las facultades que me

fueron conferidas

Hago la anterior sustitucion conforme al a Ruasy ~§1

Ao e — uw

Cédigo de Procedimiento Civil ya que W%“"m:::ﬁima
faltan en este momento "'"'""’""“'""

serEgarred

Sefior Jefe, L _
) L. ,;—-;;;J PP %‘.
% BAELD N CARAJAE
¥ - Y- - - ﬁwn

cfc No 2 877

f

de Bogota

3

Acepto ;f

2T J

EMILIO FERRERO
TPA N2 31 929
CC No 438 019 de Usaquén

i

Ze-780-2

———

CAVELIER ABOGADOS NIT 0860.041.367-3

W e s Sl -— -
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NOTARIA SEXTA DE BOGOTA
RECONOCIMIENTO Y PRESENTACION PERSONAL

Bogess,.D C.
Anto IN, PABLD KIENDZZ DARAJA

NOTARID SEO I:\ISAl 0 Dy

domiciiadals) en Bozyy dec ardaron) qus lals) firma(s) Que
aparecen(n) sn &! Jr3snity dusinn'o ex{son) 1a(3) suye(s) ¥
el contonido dai iz 035 S1arto.
oonstanciy 83 firma us<a Dil'zoncls,




- CAVELIER

ABOGADOS

EDIFICIO SISKI
CARRERA 4a N° 7235
BOGOTA. 8 - COLOMBIA

CESION

M
yARD

Case 1-1492

ASSIGNMENT

Yo (nosotros) abajo firmado (3) I (we), the undersigned
1 Robert WANDL 1 Robert WANDL
2. Roman NECINA 2 Roman NECINA
3. Randoiph SEIDLER 3 Randolph SEIDLER
4. Martin LENTER 4 Martin LENTER
5 Henrl DOODS 5. Henrl DOODS
Dormuciliado(s)
en of
1 Landstrasssftauptstrasse 107/101, 1030 Wien, Austria 1 Landstrasse Hauptstrasse 107/101, 1030 Wien, Austria
2 Schiligasse 32/18, 1210 Wien, Austria 2  Schiligasse 32/18, 1210 Wien, Austria
.3 4 Lester Road Sandy Hook, CT 06482, USA 3 4 Lester Road Sandy Hook, CT 06482, USA
4. Promenade 23, 89073 Ulm, Germany 4. Promenade 23, 89073 Ulm, Germany
5. Frelherr-von-Koenlg-Str 6, 88447 Warthausen, Germany 5. Frelberr-von-Koenig-Str 6, 88447 Warthausen, Germany

Declaro(amos) bgyo juramento ser Gmicofs) y verdadero(s)

wnventor(es) de la mvencién  PROCEDIMIENTO PARA LA PREPAA

RACION DE UN FACTOR QUIMIOTACTICO HQDIEIGAHO
declara{amos -;m:mo que ¢edo({emos) y transfiero(enmos), sin

limutacién a favor de la sociedad

state(s) under oath to be sole and true 1nventor(s) of the mvention
“Method for the production of an N-terminally modified
chemotactic factor™

Boehringer Ingelheim International GmbH

state as well that psmgn without reservations or lirmutations i favour
of Boehringer Ingelheim International GmbH

constituida y existente de conformidad con las leyes de

a corporation constituted and existing 1n conformity with the laws of

Alemania Germany
domicilisdacn  Bloger Strasse 173, 55216 Ingelheim, dormciled in  Binger Strasse 173, 55216 Ingelhelm,
Alemania Germany

todos los dercchos inhcrentes & dicha invencién y que la cuada
.plﬂll queda facultada para soheitar cn su nombre la patente de
mvencién cormespondiente en la Repdblica de Colombia

all nghts inhercnt to saxd mvention and thet the above menhoned
company hercby 1s cnabled to apply in its name, for the comesponding
patent mvention  1n the Republic of Colombia

Dado y firmado hoy/Given and migned this

en/in

Firma/Signature

Robert WANDL

Roman NECINA

Randolph SEIDLER

Martin LENTER

. © CAVELIER ABOGADOS
WPPODED) 374

Henrl DOODS



CERTIFICACION NOTARIAL (INDIVIDUO)

Alos dias del mes de

de200 __ Ante mi, Notario Pubico de

&

Case 1-1492

NOTARIAL CERTIFICATION (INDIVIDUAL)

On this day of
200 before me, a Notary Public of

comparecid{eron) personalmente

personally appeared

a quen(es) doy fe de y me consta que es(son) la(s)
persona(s) firmante(s) del documento que precede, y quien(es)
tiene(n) capacidad lcgal para otorgarlo

to me known, end known to me to be the person{s) who executed
that foregoing document, and who has(have) legal capacity to
execute 1t

NOTARIO PUBLICO-NOTARY PUBLIC

1 Country

This public document
has been signed by
acting 1n the capacity of
4 bears the seal/stamp of

w N

APOSTILLE
(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

Certified
5 at 6 the
7 by
8 No
9 Secal/stamp 10 Signature

_© CAVELIER ABOGADOS
WPPODED] 374



v

] L]

Urkundenrolle I Nr 472/2005

Notariat I £ linring 56,88400 Biberach
Telefon 07351/1803-10 Fax 07351/1803-60

Unterschriftsbeglaublgung:

Vorstehende, vor mir vollzogene Unterschriften von

1 Herrn Dr Martin Lenter,
Biochemiker,
Premenade 23, 89073 Ulm,
geboren am 17 10 1961,

-ausgawiesen durch Vorlage des Personalauswelses-
2 Herrn Dr Henri Doods,

Pharmakologe,

Frelherr-v -Xinig-Btr 6, 88447 Warthausen,

geboren am 03 06 1958,

—ausgewiesen durch Vorlage des Relisepasses-

baglaubige irh hjermit

Biberach, n 09 2005
Notariat Bjberatch

GroR
Amtsverw

Ao
{Convention de ums octobre 1961)

1 Land Bundasrepubiik Deutschiand
Diese Sffentiche Urkunde

2 Ist unte von .ﬁnwét&:rh.

3d In ‘:zﬂf

4 ISt varsahen rpit dem

5 In Ravensburg 6 am
7 durch gen Présidenten

8 unter Nt 910 a- £#£L2,
8 SisgelStempel 10 Unte

Dr Steinle
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TRADUCCION OFICIAL No 10870
de un documento escrito en Alemén, efectuada por Luz Amaga de Herber,
resolucion del Ministeno de Justicia 598 del 6 de marzo 1678 -

Traduccidn de los sellos y autenticaciones en aleméan que aparecen a continuacién
de un documento de Cesidn, escnto en espafiol e inglés, por medio del cual los
sefiores

1 Robert WANDL

2 Roman NECINA

3 Randolph SEIDLER
4 Martin LENTER

5 Henrn DOODS

domicihados en

1 Landstrasse Hauptstrasse 107/101, 1030 Viena, Austria
2 Schiligasse 32/16,1210 Viena, Austna

3 4 Lester Road Sandy Hook, CT 08482, USA

4 Promenade 23, 88073 Uim, Alemania

5 Freihem-von-Koenig-Str 8, 88447 Warthausen, Alemania

declaran bajo juramento ser unicos y verdaderos inventores de la invencién

“Procedimiento para la preparacién de un factor quimliotéctico modificado
en el N-terminal factor”

y declaran asl mismo que ceden y fransfieren sin imitacién a favor de la sociedad
Bosehnnger Ingelheim Internatonal GmbH constituida y existente de conformidad
con las ieyes de Alemania, domicliada en Binger Straase 173, 55216 Ingelheim,
Alemania, todos los derechos mherentes a dicha invencién y que la citada
compaiiia queda facultada para solicitar en su nombre la patente comespondents
en la Repiblca de Colombia Hay dos firmas ilegibles de los sefiores Lentner y
Doods

LUZ ARRIAGA DE Hfhaip
™ § INYR2RRE fo/ORICIAL

“Hesolucion No.589 Minjusticha



Protocolo notanal | Nr_472/2005

Notaria | Zeppelingnng 56, 88400
Tel 07351/1803-10 Fax 07351/1803-680

AUTENTICACION DE FIRMA

Certifico la autenticidad de la firmas antecedentes puestas ante mi por los sefiores

1 Dr Martin Lenter,
Bioquimico,
domicihado en Promenade 23, 88073 Ulm,
nacido el 17 10 1861

- identificado mediante presentacién de su cédula de
ciudadanla -

2 Dr Henn Doods,
Farmacélogo,
domicithado en Freiherr-v -K8nig-Str 8, 88447 Warthausen,
nacido el 03 068 1858,

- Identificado mediante presentacién de su pasaporte -

Biberach, 29 09 2005
Notaria Biberach

Fdo firma llegible

Grop

Notano suplente

(Hilo y oblea notanal en relieve)

%AGA 153 H"ﬂBER
eTONy & INTERZRE TH HFICIAL

Resolucidn No 568 Minjuslicia

)



APOSTILLE
(Convention de La Haya du 5 octobre 1961)

1 Pais Reptblca Federal de Alemania
Este documento publico
2 Ha sido firmado por el notario suplente Grop
3 Aciuando en cabdad de notano piblico
4 Lleva el sello oficial de la notaria de Biberach

v
Q
B
B
Certficado . B L EE
- 3=
5 en Ravensburg 8 el 5de odﬁ 2005 e
7 por el Presidente del Tnbunal Regional Su g E"z
(V"]
8 bao el No 910 a—480/05 ¢ @ [ g
9 Sello 10 Firma
Tnbunal Regional de Ravensburg Fdo ilegible
Dr Steinle
(o) (34
ExS ~
St =
ES TRADUCCION FIEL Y COMPLETA, de la cual se deja copa €17808 arjvosiG
—=1v ".: ]
estas oficinas para su confrontacin gee 2?9
o Pl g
g e
Bogotd, 20 de octubre de 2005 M ¢
C 2183 AIAGA '

- Z ARRIAGA DC HL
NS
“Rea: No.598 MiMusticte

7€
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LAS FURCIENES INGICADAS

RELACIGNES EXTERINZES
(o

q COK'0 NOTARIO SEXTO DEL CIRCULO DE SANTAFE DE %
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5 GOTH HAGO CONSTAR QUE LA(S) FIRMA(8) DE
= z :&CA Toxet e
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(12) NACH DEM VERTRAG UBER DIE INTERNATIONALE ZUSAMMENAREEIT AUF DEM GEBIET DES
PATENTWESENS (PCT) VEROFFENTLICHTE INTERNATIONALE ANMELDUNG

(19) Weltorgamsation flr gelstiges Eigentom (04

Intemationales Biiro

(43) Internationales VerSiTentlichungsdatam

11 November 2004 (11 11.2004)

(10) Inlernationgle Ver8¥entichungsnummer

WO 2004/096850 Al

(51) Internationsle Patentklnssifikation’ CO7K 1432,

C12N 15/19 AG1K 3819 AGIP 900
(21) Internallonales Aktenzelchen PCT/EP2004/003856

(22) Internalionales Anmeldedaium
13 Apnl 2004 (13.04 2004)

(25) Elnrelchungmprache: Deutsch

(26) VeriiTentlichungssprache Deutsch

(30) Angaben zur Prioritit

03010014.3 2 Mm 2003 (02.052003) EP

(71) Anmelder (fiir alls Bestimmungsstaaien mit Ausnahme
vor DE, US) BOEHRINGER INGELHEIM INTER
NATIONAL GMBH [DE/DE| Binger Strasse 173, 55216

Ingelhein (DE).

(71) Anmelder (nur fiir DE) BOEHRINGER INGELHEIM
PHARMA GMBH & CO. KG [DE/DE], Bmger Strame
173 55216 Ingelhelm (DE)

(72) Erfinder, und

(75) Erfinder/Anmelder (nur fir US) WANDL, Robert
[AT/A1] Landstrassc Hauptsirasse 10/101 A 1030 Wien
(AT). NECINA, Roman [AT/AT] Schiligasse 32/18,
A 1210 Wien (AT). SEIDLER, Randolph [DE/US] 4
Lester Road, Sandy Hook CT 06482 (US) LENTER,
Martin [DE/DE| Promenads 23, 89073 Ulm (DE).

DOOQDS, Henrl [DE/DB| Frmharr von Koenig-Strassa 6
88447 Warthausan (DE).

(74) Gemelnsamer Vertretsr BOEHRINGER INGEL-
HEIM INTERNATIONAL GMBH Binger Strasse 173
55216 Ingelheim (DE).

(81) Bestimmungssianten (sowels nicht anders angegeben. fiir
Jede verfigbare natlonale Schutzrechizsars) AB, AG AL
AM AT AU AZ BA BB BG BR,BW BY BZ CA,CH
CN CO CR,CU CZ DE, DK, DM DZ, EC EE, EG ES,
FLGB GD GE,GH GM HR,HU ID IL,IN IS JP KE,
KG KP KR, KZ, LC LK,LR,LS LT LU LV MA MD
MG MK, MN MW MX MZ NA NI NO, NZ,OM, PG
PH PL,PT RO RU SC,SD SE, SG SK,SL,8Y TJ] TM
TN TR, TT TZ, UA, UG US,UZ, VC, VN YU ZA ZM
w

(84) Bestimmungssimaten (soweil nicht anders angegeben, filr
Jede varfigbare regionale Schutzrechtsars) ARIPO (BW
GH GM KE, LS MW MZ, SD, SL, 8Z, TZ, UG ZM
ZW), curaanchos (AM AZ, BY KG, KZ, MD RU TJ
TM) europiiisches (AT BE, BG CH CY CZ, DE, DK
EE,BS FI FR GB GR,HU IE, IT LU MC,NL,PL PT
RO SR, SI SK, TR) OAPFI (BF BJ CF CQ CI CM GA
GN GQ,GW ML, MR NE, SN TD TG).

VeriilTenilicht.
mit internazionalemn Recherchenbericht

Zur Erklirung der Zwelbuchstaben-Codes und der andearen Ab-
kfirpungen wind auf die Erklirungen ("Guidance Notes on Co
das and Abbreviations™) am Anfang Jeder reguliren Ausgabe dar
PCT-Gazette verwiesen.

(54) Title METHOD FOR THE PRODUCTION OF AN N THRMINALLY MODIFIED CHEMOTACTIC FACTOR

(54) Bezelichnung VHRFAHREN ZUR HERSTELLUNG EINES N TERMINAL MODIFIZIERTEN CHEMOTAKTISCHEN

FAKTORS

Lo (57) Zummmenfassung Die Briindung betnfft ein Verfahren zur Herstellung von pyroGlu MCP 1 aus rekombmnant hergestelltem
o Gin MCP 1, bet dem Gln MCP 1 bel elner Temperatur im Beresch von 30 °C und 80 "C in emner Pufferidsung mit emner Salzkonzen
traiion 1m Boroich von 10 mM bis 160 mM und elnem pH Wert 1m Bereich von 2 bis 7 § inkubiert wind, bis mindestens 90 % des

MCP | in Form des pyroGlu MCP | vorhegen

%
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Case 1-1492 FF Boehninger Ingelheim International GmbH ct al
83967t 209
Method for the production of an N-terminally modified
chemotactic factor

The invention relates to a process for prepanng pyroGlu-MCP-1 from
recombinantly produced Gin-MCP-1 and compositions containing pyroGlu-
MCP-1 preparations

MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1, also known by the names
monocyte chemotactic and activating factor 'MCAF', macrophage chemotactic
factor 'MCF', tumour necrosis factor shmulated gene-8 TSG-8', 'HC-11,
smooth muscle cell chemotactic factor 'SMC-CF", lymphocyte denved
chemotactic factor 'LDCF' as well as glioma derived chemotactic factor
‘GDCF") 1s a member of the CC-chemokine family Human MCP-1 protein was
onginally descnbed in US Patent No 5,714,578 It s synthesised under
natural conditions in the body {natively) as a precursor protein 88 amino acids
long, which is then processed to form a peptide with 76 amino acid groups
Mature human MCP-1 (hMCP-1) i1s a glycoproteln with a molecular weight of
14 kDa and 1s secreted by many types of cells, 8 g smooth vascular muscle
cells and endothelial celis (Leonard and Yoshimura (1990), Immunology
Today 11, 97 - 101) It contains two Intramolecular disuiphide bndges and 18
O-glycosylated and slalylated when expressed natively (! Yan Ling et al
(1980), Journal of Biological Chemistry, 265, 18318 - 18321)

The protein 1s a product of the JE gene of the chramosomal location 17q11 2-
g21 1 This gene locus 1s also known as SCY A2 (small inducible cytokine
A2) The human gene was first descnbed in US Patent No 5,212,073 The
expression of this gene may be induced by a number of cytokines, such as

e g tumour necrosls factor alpha, but also by iImmunoglobulin G, for example
The gene sequence and further information on the gene and the gene product

are available in the NCBI Data bank under Accession Number M37719 (see
Table 1)
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Case 1 1492 FF 2 Boehnnger Ingelhemm International GmbH et a! A;'
Table 1, \
Human monocyte chemotachc protein gene, complete cds
LOCUS HUMMCHEMP 2776bp DNA fineer PRI 13-MAY-1984
DEFINITION Human monocyts chemotactic protein gene, completa cds
ACCESSION M37710
VERSION M37718 1 Gl 187447
KEYWORDS monocyts chemotachc proteln
SOURCE Homo saplens (human)
ORGANISM  Homo sapiens
Eukaryola Metazoa Chordata Craniata Vertebrata  Euteleostoml
Mammalla Eutherla Primates Catarrhini Hominidae Homo
REFERENCE 1 (bases 1to 2776)
AUTHORS Shyy YJ LI, Y S and Kolattukudy P E
TITLE Structure of human monocyte chemotactic protein gene and its
regulation by TPA
JOURNAL Blochem Blophys Res Commun 180 {2} 348-351 (1880)
MEDLINE 80290468
COMMENT  Original source taxt Human DNA
FEATURES Location/Qualifiers
source 1 2776
lorganism="homo sapiens”
Idb_xref="taxon 9608"
gene 568 2080
igene="SCYAZ"
CDS Join({588 873 1472 1580,1875 2080)
Igene="SCYAZ"
/note="monocyte chemotactc protein”
Icodon_start=1
/proteln_ld="AAA18102 1"
Idb_xref="G| 487124"
translation= *MKVSAALLCLLLIAATFIPQGLAQPDAINAPYTCCYNFTNRKISVQRLA
SYRRITSSKCPKEAVIFKTIVAKEICADPKQKWVQDSMDHLDKQTQTPKT"
exXon <508 873
Igene="SCYA2"
Inocte="monocyte chemotactic protein®
Inumber=1
exon 5688 673
Igene="SCYA2"
{note="monocyte chemotactic protein®
/numbar=1
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Case 1 1492-FF

Intron 674 1471

/gene="SCYA2"
note="monocyte chamotactic protein intron A®

exon 1472 1589

fgene="SCYAZ2"
Inote="monocyte chemotactic protein”
Inumber=2

intron 1580 1974

Igene="SCYA2"
Inote="monocyte chemotactic proteln intron B®

axon 1875 2080

/gene="SCYA2"

Inote="monocyte chemotactic protain®
I/number=3

exon 1975 >2080

fgene="SCYA2"
Inote="monocyte chernoctacilc protein®
/number=3

BASE COUNT 700a 727c 5859 781t 3other
CRIGIN

1

cagitcaatg ttacacaat cctacagtic tgetaggelt ctatgatget actaticige

61 atiigaatga gcaaatgget ttaatgcatt gicagggagce cggccaaage tigagageic

121
181
241
301
381
421
481
541
6§01
661
™
781
841
o1
861

ciicctgget gggaggeccee tiggaatgly gecigaaggt aagctageag cgagecigac
atgctttcat ctagtttect cgeltectic cittteeige agititeget tcagagaaag
cagaatccit anaaatasce ctcitagtic acatcigigg teagiciggg cltasiggea
ccecatceic coeattigeg teattiggtc tecageagtga atggaaaaaa gigetegtee
teacceceet godtecctit cetactioct gpanatccac aggatgeige attigeteag
cagsiitaac agcccactia teactcatgg aagateecte ctectgetiy acteegoeoct
cteteectct gecegetitc aatasgagge agegacagca gecagaggaa cegagagget
gagactaacc cagaaacatc ceatictcaa actgaagcic geactetege ctecageatg
aaagtetctg cegeectict gtgectgetp cicatageag ceacclicat tecccaagog
cicgctcage caggtaagge ceectetict ictectigaa ceacatigtc tictetciga
gttatcatgg accatccaag cagacgiggt acccacagte tigetitaac getactitic
casgataagg tpacicagaa aaggacangg ggigagccce aaccacacag cigcigeicg
geagagcctg aactagaatt ccageigige acceaaatee agcetectice aggaticagg
atccageict gggaacacac tecageagtta cicceccage igcticeage agagttiggn
getcagggia atcanapage agggigooto totaggctgt Hecagacac getggagace

1021 cagaaictgg tcigigcite atteaccita gottccagag acoggigact cigeaggtaa
1081 {gagtatcag ggasactcat gaccaggceat agctaticag egicteesag gaggcetcats
1141 giggggetce cageligetcet tecctggtge tgateatetg gattatignt cogtetiaat

3 Bochnnger Ingelheim Intemationa! GmbH et al
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Case 1-1492-FF 4 Bochringer Ingelheim International GmbH et al

1201 gacactigta ggcattetct agctttaaca getectectt cietelgtee attatcantg

1261 ttatatacee catttiacag cataggaaac tgagtcatig ggtcaaagat cacatictag
1321 cicigaggta taggcageag caciggpatt taatgagctc titctcttet cetgerigee
1381 titigtitit tocteatgac tetittcige tettaagate agaataatee agtteatoct

1441 aaaafigclit tettigtggt tattitcea gatgeaatea atgccceagt caccigeige

1501 tataactica ccastaggaa gatctcagty cagaggceteg cgagetatag aagaatcace
1581 agcagcaagt gtcccaanaga agotgtgaty tgagitcage acaccaacct toociggoct
1621 gaagtictic citglggegc angggacaag ccicataaac ciagagtcag agagtgcact
1681 stitaactia afgtacaaag gitcccasiy ggaaaactga ggcaccangg gacaaagtga
1741 accecaacat caciciceac cigggtpect attcagaaca coceaattic titagctiga
1801 agtcaggatg getecacelg gacacciata ggageagtit geectgggtt cectecttec
18681 accigegtce tectagtetc catggeaget cgettitggt geagaatggg ctgcactict
1021 agaccasaac tgcaaaggaa ciicatctaa cicigtetce teeettccec acageticaa
1881 gaccatigtg gecasggagae teigtgetge coccaageag aagipggtic aggaticeat
2041 ggaccacclg gacaagcaaa cccaaactce gaggactiga acacicactc cacaacceaa
2101 geatcigeag ctaaciiatt ticecctage tiiccecaga cacceigtit tattitatia

2161 matgaatil \giitgiige igiganacat talgccitaa gtaaigttaa tictiatita

2221 agtiatiget gtittaagtt tatctttcat ggtactagty titittagat acagagacit

2281 ggogaaalty ciittcetct tgaaccacag tictaccect gggatptitt gagggtctit

2341 geaagastica teatacaaa gaatitiiit taacattcca atgeatiget anaatattat

2401 tgiggasaig eatatiiigt aactattaca ccanataaat atattiiipt acassacctg

2481 acticcagly titictigaa ggaastiaca aagcigagag telgagctig giggtgacaa
2521 aggaacalga tttcagaggg tggogetiac atittgaagg aatgggasag tggattggcc
2581 cnninictic clccaciggg tggtcicctc tgagictcop gtageagast ctitatggea
2641 ggceagttag geattasage accacectic cagictican cataageage ccagagteca
2701 atgacccigg tcacccatit gcaagagceee acceceattt cititgctet cacgaccecty
2781 accetgeaty caatit

/]

it has already been explained in the above-mentloned US 5,714,578 that in
the case of an MCP-1 proteln 1solated from a native source the N terminus 1s
blocked Only later was it discovered that this 18 due {o a post-transiational
modification in which the glutamine exposed after the cleaving of the leader
sequence at the N terminus of the mature protein 1s cyclised, losing an NH;
molecule, to form a pyroglutamate group
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Case 1 1492 FF 5 Boehnnger Ingelheim International GmbH et al
The identfication of the open reading frame coding for MCP-1 in US
5,212,073 allowed recombinant expression of the protein An MCP-1
produced by the recombinant method, e g in E coli, does not have the
typical N- or O-glycosylation pattemn of the native MCP-1 An MCP-1
preparation prepared In this way also does not oppose Edman decomposition
n the same way as a preparation obtalned from native material, 1 e 1t contains
unblocked N termuni (glutamines) In cellular assays based on the chemotactic
effect on macrophages, originally no difference could be found between the

biological activity of native MCP-1 preparations and those obtained by the
recombinant method

Under physlological conditions MCP-1 acts as an agonist to the beta-
chemokine receptors CCR2 and CCR4, both of which are expressed mainly
on monocytes and are also found both on basophiles and on T- and B-
lymphocytes MCP-1 induces monocyte chemotaxis aven at subnanomolar
concentratons The receptors CCR2 and CCR4 are G-protein-coupled seven-
transmembrane domain receptors which lead to the activation of monocytes
and increased adhesion of integrina This process ultimately results n the
docking of monocytes to endothehal cells and the subsequent departure of the
monocytes from the vascular system

WO 98/44953 discloses the influence of MCP-1 on arteriogenesis, te the
growth of collateral arteries and/or other artenes from existing arterlolar
connectlons On the basis of this finding It was proposed in the above-
mentioned intemational Patent Application to use MCP-1 for therapeutc
purposes, namely for the treatment of vascular occlusive diseases which may
be alleviated by stimulating the formation of new blood vessels Such vascular
occlusive diseases are particularly coronary artery disease (CAD), penpheral
arterial occlusive disease (PAOD), cerabral and mesentenal arterial occlusive
diseases, etc The application also proposed the use of MCP-1-neutralising
agents such as e g antl-MCP-1-antibody for preventing new vascular
formatien In order to combat tumour growth, in particular, which 1s reliant on a

sufficlent blood supply and hence adequate vasculansation of the tumour
tissue
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In order to be able to use the MCP-1 protein as explained above in a
therapeutic approach for promoting the vascularisation of tissue, large enough
quantities of this protein have to be made available with sufficient punty for
phamaceutical purposes Human MCP-1 was originally obtained in native
form from cultures of the human glioma cell ine U105MG or from human
mononuclear leukocytes of penpheral biood Protein intended for therapeutic
purposes cannot be isolated from these sources because the production of
large enough amounts would only be possible at unacceptably high cost in
terms of labour and/or materials it would not be possible to abtain human
leukocytes In the required quantity The glioma cells could indeed be
replicated in virtually unrestricted amounts, but are unsuitable for cultivation in
blotechnological fermenters and additionally require foetal calf serum for their
cultrvation, for example, with all the attendant problems

Instead of the native expression of MCP-1 1t 18 therefore an inviting prospect
to prepare MCP-1 by the recombinant method In fact recombinant human
MCP-1 1s already commercially available, particularly from Messrs R&D
Systems {Catalogue no 279-MC) and Peprotech (Catalogue no 300-04, see
Table 2, the catalogue numbers quoted are those applicable in January
2003) According to the product specification of the commercially available
recombinant MCP-1 preparations the MCP-1 protein present therein contalns
the amina acid glutamine {Q) at the N terminus The product descnption also
indicates that this protein preparation 18 highly sensitive, particularly in the
reconshtuted hquid form {recommended max storage 1 week at 4°C) In fact,
experiments by the inventor (intemal prior art) showed that when the
conventonal MCP-1 protein preparations are stored in dissolved form the -
biologically active - protein preparation appears to show signs of
contamination by breakdown products very rapidly, particularly at
temperatures above 4 °C (appearance of secondary bands in analytical HPLGC
chromatographs)

22



Case 1 1492-FF 7 Boehninger Ingelheim International GmbH et ol

Table 2 (extract from the Internet Website of Messrs Peprotech

Recombinant Human MCAF (Human MCP-1)

Human monocyts chamotactic protain-1 (MCP-1) also known as
macrophaga/monoacyta chematache and activating factar (MCAF) isan 8 8

Description
kDa protein containing 78 amino acid resldues It plays an Important role In the
inflammatory response of blood monocytes and tissue macrophages

Caialog #. 300-04

Source E coll

Formulation The stenie filterad solution was lyophliized with no additives
Tha lyophllizad protein Is stable for a few weeks at room tamperatura but best

Stabiilty storad at -20°C Reconstituted human MCAF should be stored in working
aliquots at -20°C

Purlty Greater than 99% by SDS-PAGE and HPLC analyses Endotoxin lavel Is less

than 0 1 ng per g (1EU/ug)

wha

We recommend a quick spin followed by reconsttution In weter to a
Reconstitution concentration of 0 1-1 0 mg/ml This solution can then be diluted into other
aqueaus buffers and stored at 4°C for 1 week or -20°C for future use

-

Blologlcal Dstermined by its abllity to chemoattract human monocytes uaing a

Activity concentration range of 5 0-20 0 ng/ml

QPDAINAPVT CCYNFTNRKI SVQRLASYRR ITSSKCPKEA
AA Ssquence

VIFKTIVAKE ICADPKQKWYV QDSMDHLDKQ TQTPKT

.=
G
ountry of USA

Origin

A conventional method of recombinantly producing human MCP-1 protein is
by the temperature-induced expression of the protein as a fusion protein,
punfication of tha inclusion bodles formed subsequently, dissolving and

7M
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Case ! 1492-FF 8 Boehringer Ingelherm Internationul GmbH ct al.

refolding of the protein and subsequent enzymatic release of the hMCP-1
protein from the fusion protein

In conventional processes for the recombinant preparation of human MCP-1
protein the problem arises that a protein which is N-terminally shortened by
one or more amino acids 18 often obtained as a by-product These by-
products may behave as antagonists to MCP-1 receptors in biological
systems

in Van Colllie et al (1998), Biochemistry 37 12672, 12673 aE a process is
descnbed in connaction with experiments on the influence of N-terminal
modifications on the biologlcal activity of MCP-2, wherein an MCP-2
preparation obtained by the recombinant method Is incubated in 0 01 M
NaHPO,, pH 8 0, for 24 hours at 37 °C MCP-2 has 62% homology with
MCP-1 at the level of the amino acld sequence and also differs from it to the
extent that N-terminally unmodified MCP-1 i1s biclogically active, uniike MCP-2
(cf the hne "Blological Achvity” In Table 2) The authors did not determine the
extant of the conversion of the N-terminal glutamine groups into a
pyroglutamate group which takes place under the conditions mentioned
above The inventors have found (intemnal pnor art) that the application of
comparable conditions to MCP-1 1n any case leads to only partlal cyclisation
of the N-terminal amino acid (cf Table 3, Companson test 2)

One alm of the Invention therefore, In the light of the foregoing discussion, 1s
to provide a process by which an MCP-1-preparation (MCP-1 composlion)
may be prepared, which {a) Is suitable for therapeutic purposes in view of its
blological activity and (b) has advantages in terms of the drug licensing
procedures, which In the case of biopharmaceuticals contain requirements
which are extremely difficult to comply with, e g with regard to the punty and
reproducibility of production of the pharmaceutical composition, and in
particular (c) has an excellent shelf ife Anocther relatad aim ls to provide
compositions or preparations which contain MCP-1 produced by the
recombinant method and are suitable for the purposes mentioned above or
have the aforementioned advantages

25
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These aims are achieved by the processes and compositions containing
MCP-1 racited in the claims

Thus according to the invention a process for prepanng pyroGlu-MCP-1 from
recombinantly produced Gin-MCP-1 18 provided wherem GIn-MCP-1 1s
incubated at a temperature in the range from 30°C and 80°C, preferably in the
range from 30°C and 70°C and more preferably in the range from 35 °C to
60°C, in a buffer solution which has a salt concentration in the range from 10
mM to 160 mM, preferably in the range from 10 mM to 100 mM, and which
has a pH in the range from 2 to 7 5, preferably 3 5 to 7 5, more preferably 3 5
to 6 5, more preferably 5 to 6 5, more preferably 5 5 to 6 5 and more
preferably has a pH of about 6 The incubation 18 camed out unt! at least
90%, preferably at least 95 % and more preferably at least 96 % of the MCP-1
contained in the Incubating buffer solutlon ts present in the form of the
pyroGlu-MCP-1

By "MCP-1" 18 meant, within the scope of this disclosure, the MCP-1 protein
(without preprosequence), with an N-terminal glutamine group ("GIn-MCP-1",
cf the amino acld saquence shown In Table 1 and Table 2) or with an N
terminus which has already been converted/cyclised into the pyroglutamate
group ("pyroGlu-MCP-1%), depending on the context It i1s clear, however, that
modifications of the MCP-1-protein which do not affect its biological function
(esp the monocyte-attractant activity or the effect on the CCR receptor) and
do not alter its structure so that the reaction parameters descnbed above no
longer produce the desired result (i e the protein can no longer be converted
into a pyroGlu-Vanant by the process according to the invention), do not
depart from the scope of protection Thus, the process according to the
invention 18 naturally also applicable to an MCP-1 In which a conservative
amino acld exchange, e g senne to threonine or leucine to i1soleucine, has
taken place, provided that this affects neither the biological function or activity
of the resulting proteln nor the convertibliity of the N-terminal glutamine into
pyroglutamate according to the above process The process according to the
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invention can thus also be applied to MCP-1 proteins of other mammals such
as e g rats, mica, guinea plgs, rabbits and ferrets {(and several others)

The buffer solution in which the process descnbed above is carmied out 1s
preferably a phosphate-buffered (sodium and/or potassium phosphate-
buffered) aqueous solution of low or physiological molanty, namely in the
range from 10 to 160 mM, 10 to 80 mM, 10 to 50 mM, 20 to 40 mM or around
20 or 40 mM If longer incubation times are accepted, according to one
particular embodiment of the invention the work may also be done at
physiological molanties, such as e g a saline concentration of around 150
mM, this molanty preferably being achieved by the use of a phosphate-
buffered saline solution or "PBS" The disadvantage of the longer incubation
peniod — and the attendant risk of increasing amounts of breakdown,
secondary or oxadation products — 18 made up for in this paracular
embodiment by the advantage of being able to obtain the protein preparation
straight away in the form of a solution with a physiological salt concentration

The buffer solution in which the modification step Is camed out may also
contain, for example, a {mild) detergent, an antoxidant, a preservative, a
complexing agent, stabilisers, antimicroblal reagents, etc

The incubation temperature Is selected in the range from 30 *C to 80 °C,1e
above ambient tamperature At lower temperatures the conversion step
proceeds very slowly In order to achleve virtually total conversion the
incubation period would have to be increased substantially to more than a
week This would lead to stand times which are unacceptable in the
biotechnologlcal process and would also substantially Increase the nsk of
other forms of contamination of the protein solution (with breakdown or
oxidation products, bactena, viruses or other pathogens) On the other hand,
although increasing the incubation temperature to above 80 °C does indeed
greatly speed up the reaction of conversion, it also results in an increased
formation of undesirable by-products and breakdown products (cf Examples 1
and 2) If stand times of up to 6 days are acceptable, an incubation
temperature of 35 to 40 *C 1s particularly preferred In cases where incubation
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should be sigmificantly shorter if possible, the incubabon may also be carried
out in the range from e g 50 to 60, 70 or 80 °C Temperatures between 40
and 50 “C will naturally also produce the desired resuits

The pH of the incubating buffer solution should be in the range from 2 and

7 5,10 n the neutral to acidic range lt 1s preferably in the range from 3 5 1o
7 5, more preferably in the range from 3 5 to 6 5, more preferably in the range
from 5 to 8 5, more preferably in the range from 5 5 to 6 5 and more
preferably a pH of about 6 is selected

With a suitable choice of the above parameters, e g as descrbed in the
Examples, the pyroGlu-MCP-1 vanant may be obtained with a purity of 90% In
any case and possibly higher, e g 95%, 96% or 98%, this percentage
indicating the amount of pyroGlu-MCP-1 {(determined e g as the area under
the curve in an HPLC elution profile) based on the amount of total MCP-1
present in the solution (l @ including any remaining amount of Gin-MCP-1 and
possible oxidation products and other by-products or breakdown products)

According to another embodiment of the Invention a process for preparing a
pyroGlu-MCP-1 preparation 18 provided which comprises at least the following
steps

- preparnng a Gin-MCP-1 preparation by the recombinant method by
expression of a8 gene construct coding for MCP-1 in a host celi,

- optionally concentreting and/or purifying the Gin-MCP-1 contained in the
Gin-MCP-1 preparation, and finally

- converting the GIn-MCP-1 which i1s contained in the Gin-MCP-1 preparation
or which was contained therein before the concentrating and/or punfying, into
a pyroGlu-MCP-1 preparation which contains the protein molecule species
pyroGlu-MCP-1, this step being carmried out according to the "Process for
prepanng pyroGlu-MCP-1 from recombinantly produced GIn-MCP-1“ as
descnbed above

This process may optionally also include, for example, buffenng the pyroGlu-
MCP-1 preparation or further purification, e g by a subsequent step of column
chromatography, dialysis, ulirafiltration, etc
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Methods of producing recombinant protelns by biotechnology are known

They compnise, in particular, fermentation, punfication, concentration, and
other steps The step of conversion descnbed above may be included at
various points In a "multi-step process”, 1 @ with an as yet largely unpunfied or
wholly punfied MCP-1 protein solution as the starting solution 1t 1s also
concelvable, in particular, to have a process in which not yet (totally)
convarted GIn-MCP-1 in more, less or practically wholly punfied form i1s
lyophilised in order to improve 1ts shelf life in as yet unconverted form and s in
due course put back into solution and then converted into pyroGlu-MCP-14
according to the above process Naturally, the protein solution obtained after
converslon Into pyroGlu-MCP-1 may also be lyophilised

The product of the process, namely the pyroGlu-MCP-1 preparation subjected
to N-terminal modification (conversion), contains according to the invention an
amount of pyroGiu-MCP-1 of at least 90 %, preferably at least 95 % and more
preferably at least 96 %, based on the total content of MCP-1 (converted plus
unconverted proteln plus by-products formed by oxidation, for example)

The tarm (Gin- or pyroGlu-MCP-1-) preparation means that in the vanous
stages of the process the MCP-1 protein i1s present in dissolved form in a
(buffer) solution and hence other components may be present in addition to
the MCP-1, | e tn any case the lans of the buffar salt used and possibly also
other salts, antioxidants, stabiisers, antimicrobial reagents, detergents,
preservativas, complexing agents, etc

According to a further aspect of the Invention a composition s provided which
contains pyroGiu-MCP-1 or a pyroGlu-MCP-1 preparation obtained by the
processes descnbed above, in which at least 90 % of the MCP-1 contained in
the composlton (converted plus unconverted protein plus by-products, 1 e the
“area under the curve” In an HPLC elution chromatograph, for example) are
present in the form of the pyroGlu-MCP-1
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Thus, the invenhon also relates to an MCPO-1 preparation produced by the
recombinant method particularly in prokaryotes and particularly preferably in
E coli, wherein at least 90 % of the MCP-1 protein 18 present as pyroGilu-
MCP-1 When prepared in common expression cells the protein wiil frequently
not exhibit the natural glycosylation pattern - unlike in native production

When prepared in prokaryotes suchas e g E coh, in particular, the pyroGlu-
MCP-1 obtained or the pyroGlu-MCP-1 preparation obtained uniike the form
which occurs in native exprassion in the human body will not be glycosylated
and/or slalylated and will thus differ from a native protein of this kind or from a
protein preparation obtained from a native source

A composition of this kind according to the invention may be, in particular, a
medicament or a pharmaceutical compesition which contains, in addition to an
amount of pyroGlu-MCP-1 which makes up at least 90 %, 85% or 96% of the
total MCP-1 content (converted plus unconverted protein plus by-products),
conventional exciplents and camers, salts, antioxidants, stabilisers,
antimicrobial reagents, detergents, preservatives, complexing agents, etc
The compostition according to the Inventlon may be used to treat patients
suffering from an arterial occlusive disease such as in particular PAOD or
CAD The treatment compnses administenng such a composition in a
therapeutically effective amount by a suitable route, e g by Intraartenal
infusion or in the form of a penartenally deposited gel, from which the MCP-1
protein 1s released over a farly long penod

Surpnsingly It has also been found that, contrary to expectations, the
incubation of a recombinantly prepared MCP-1 protein preparation in aqueous
solution and at elevated temperature does not lead to its decomposition and
biological inactivation, on the contrary, with a suitable choice of a number of
parameters, this step, which is very unusual from a biotechnological point of
view and 18 usually inherently undesirable, results in a surprisingly
homogeneous, blologically fully active pyroGlu-MCP-1 preparation, which
retains its homogeneity even dunng lengthy storage, | @ 18 more stable than
the GIn-MCP-1 (starting) preparation
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Bodies such as the Food and Drug Administrahon in the USA or the EMEA In
Europe make the granting of marketing approval for a drug dependent on
meeting numerous conditions which are imposed on the drugs manufacturers
with the ultmate aim of protecting the patient Thus, the manufacturer in
queshon has to supply proofs which demonstrate, for example, the punty of
the pharmaceutical product, its shelf ife and Its reproduciblity of production
These three aspects are only a small selection, but play a central role
precisely in the licensing of biopharmaceuticals, 1 @ drugs which contain
macromolecular active substances consisting of natural matenals or derved
therefrom (proteins, nucleic acids, proteoglycans, polysaccharides, etc )
Often, the requirements imposad on the (bio)pharmaceutical within the
framework of this approval are very difficult to meet For example, active
substances based on a protein have to be subjected to intensive and
complicated multi-stage punfication after their production in a more or less
complex cellular organism and must not be uncontrollably aitered in structure,
e g by oxidation or other spontaneous chemical reactions Moreover, the end
product should have a reasonable shelf life so that there Is no need for
complicated and expensive supply networks between the manufacturer and
the prescribing doctor or patient or the clinic using the product — a requirement
which 1s generally only met with great difficulty, particularly In the case of

proteins, where It 1s Important to maintain the correct secondary structure
(folding)

In the case of the MCP-1 protein the quality of commaercially obtainable
preparations Is frequently adequate in many respects for in viro testing, for
example However, the inventors have found in the course of their work that
the same preparations ara by no means suitable for producing a drug which
would be eligible for approval Being left to stand in solution at amblent
temperature even for a short time before being admimistered to the patient,
which could not be ruled out in doctors® surgeries or hospitals, for example,
leads to the occurrence of "breakdown” products in the MCP-1 preparations
which wera onginally viewed as contamination, in the expenence of the
inventors More Intense purification of the Gin-MCP-1 originally provided as
active substance briefly restored a high level of punty, but even this
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preparation was again unstable when bnefly stored in solution and at ambient
temperature Operating a drug approval procedure on the basis of such an
unstable active substance preparation is beset by tremendous problems, if not
altogether hopeless

Surprisingly, these problems can be overcome by the teaching of the
invention, wherein an unusual and at first sight highly counter-produchve step,
namely incubation at elevated temperature (which was previously seen to
positively promote inhomogeneity) was included in the actual preparation and
punfication process In fact, when camed out under the conditions analysed In
detaill and perfected by the inventors, such incubation may bnng about
virtually quantitabve conversion of the onginal active substance GIn-MCP-1
Into the pyroGlu-MCP-1 form which was originally regarded as a contaminant
This iatter form 18 then astorushingly stable against protein-denaturing
Influences such as incubation at elevated temperature and the lke Thus, an
MCP-1 preparation Is obtamned which, by virtue of its high punty and
homogenaeity, exceptionally reproducible manufacture and stability on storage,
is sultable for use as a pharmaceutical active substance which has good
prospects of compiying with the strict requirements in corresponding licensing
procedures referred to earlier, and thus makes it possible to implement new
therapeutic processes based an the activity of MCP-1

According to a partial aspect of the invention a pyroGlu-MCP-1 preparation
prepared by the process descnbed above and in the claims Is used

- for the therapeutic treatment of vascular occlusive diseases such as, in
particular, coronary artery disease (CAD), penpheral arterial occlusive disease
(PAOD), cerebral and mesentenal arterial occlusive diseases, or

- for prepanng a pharmaceutical composition for the treatment of vascular
occlusive diseases such as, In particular, coronary artery disease (CAD),
penpheral artenal occlusive disease (PAOD), cerebral and mesentenal arterial
occlusive diseases

The nvention thus also makes it possible to carry out a process for treating a
patient suffering from the above-mentioned vascular occlusive diseases,

L
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wherein the pyroGlu-MCP-1 preparaton prepared by conversion or the
pharmaceutical composition prepared using a pyroGlu-MCP-1 preparation of
this kind 18 administered by injection or infusion, for example

With regard to the individual optimised process parameters it should aiso be
noted that the biotechnologist will not easlly be convinced that he or she
should incubate a protein preparation for a fairly long period of, in some
casaes, several days at elevated temperatures of e g 60°C Regarding the
neutral to acidic pH of the incubating solution which was previously disclosed
as optimum this 1s contrary to chemical logic the conversion of glutamine to
cyclic pyroglutamatae Is a nucieophilic substitution reaction in which a pair of
free electrons acts on the attacking nitrogen atom of the C-alpha-amino group
of the glutamate at the C atom of the C-gamma-amide group An acidic pH
would inherently lead to increased protonation of the C-alpha-amino group
and would therefore have a negative effect on the speed of the reaction
However, this is precisely not the case, according to the inventors' findings
One possible explanation - which should not be interpreted restrictively - might
be that the folded MCP-1 protein forms a micro-environment for the N
terminus, In which In spite of the acidic pH of the surrounding aqueous
solution the amino group I8 present in unprotonated form, 1 e a parr of free
electrons is avallable for the nucleophiliic attack
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Examples

Example 1 Production of a pyroGlu-MCP-1 preparation by the process
according to the invention

Fermentation

The fermentation was camed out with a strain of Eschenchia colt K12
(W3110) The strain was transformed with a ColE1 plasmid (pBR322
derivative) containing the following elements the genomic sequence of
hMCP-1 under the control of an all-purpase promotsr (phosphatase, pPhoA),
a ColE1-replication ongin and the reslistance gene for tetracycline For
fermentation the produchon strain was precultured in the shaking flask in LB
medium contarning tetracycline Incubation was camed out at 37°C until an
OD of 1 was achisved The preculture was transferred into the fermenter and
further cultivated with stiring and with a supply of air at 37°C The medium
contained glucose, various salts, trace elements, yeast extract, amino acids
and tetracycline The pH was maintained at 8 8 with ammonia As soon as the
glucose put in had been used up the dissolved oxygen (pO2) was kept
constant at the intended level of 40% by the supply of glucose The induction
of the phosphatase promoter took place automatically as soon as the
phosphate In the medium had been exhausted After 39 hours the biomass
was harvested with a tube centnfuge (CEPA) and stored at -70°C

Cell lysis and protein punfication steps

The frozen cell pellet was resuspended in four tmes as much lysis buffer (200
mM Tris, 55 mM NaCl, 5mM EDTA, pH 7 5) using an Ultraturrax The cell lysis
was camed out by two passages with a homogeniser at 460 bar Cell
fragments were removed with a CEPA centnfuge The supematant was
optionally filtered with Polysep 11 (1 2 pm) filters (Millipore), and then loaded
onto a column combinaton consisting of a Q sepharose FF and an SP
sepharose FF The columns ware equilibrated with lysis buffer
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After the loading was complete the column combination was washed with lysis
buffer and the Q sepharose column was clamped off The SP sepharose was
washed with lysis buffer, then with 5§ M urea (in lysis buffer) and with lysis
buffer again The product was eluted in a linear NaC! gradient

The eluate was salted with ammonium sulphate to a final concentration of 1 3
mol/L and centrifuged for 15 min at 3200 g The supernatant was loaded onto
a phenyl sepharose column which was equilibrated with 1 3 M ammonium
sulphate (in lysis buffer)

The flow of phenyl sepharose was applied to a Source 30 RPC column which
was equilibrated with lysis buffer Washing was then camed out with lysis
buffer, water and buffer A (5% EtOH, 0,1% TFA) The product was eluted in a
Iinear gradient from 20% buffer B (85% EtOH, 0 1% TFA) to 70% buffer B in
10 column volumes

Conversion step

The eluate was diluted 1 10 n different buffers, e g phosphate buffer, 10 - 40
mM,pHE80-74 According fo a preferred embodiment a value of between
6 0 and 6 5 was sought as the final pH of the conversion soluton The protetn
concentration was between 0 2 and 1 0 mg/mL

The solution was filter stenlised and Incubated at temperaturas of 35 - 80°C
(In different batches) with gentle agitation (60 rpm) The progress of the
reaction was monitored by HPLC analysis

Final purification steps.

As soon as the end of tha reaction was reached, the converslon solution was
loaded onto an SP sepharose HP column which was equilibrated in buffer A
(40 mM phosphate, pH 6 0) Elution was carried out with a linear NaCl
gradient The NaCl concentration in the eluate was about 350 mmol/L, and the
protein concentration was about 3 mg/mL The eluate was diluted with buffer
A to a conductvity corresponding to 250 mM NaCl Then it was further diluted
with 40 mM phosphate, pH 8 0, 250 mM NaCl until the protein concentrabon

25
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was 1 mg/mL The bulk soluton thus formed was filter sterllised and stored at
4°C or -70°C until ready to be formulated

Analysis

The progress of the conversion step discussed above was monitored by RP-
HPLC Chromatographs of the elubion profiles were taken before the start of
the conversion reaction () and attmest=24 h,t=48 handt=120h As
can be seen from the four chromatographs shown In Fig 1, after 48 h approx
80 % of the protein had been converted Into pyroGiu-MCP-1 at an incubation

temperature of 35 °C HPLC analyses showed that the two disulphide bndges
had formed properly

Fig 2 shows the kinetics of the reaction of Gin-MCP-1 to pyroGlu-MCP-1
under the conditions described it shows that as the duraton of the reaction

increases an impurity appears, which Is referred to as "vanant 2" in Fig 2 and
not further charactensed

Simllar reaction patterns were observed when carrying out the conversion

step in 0 1 M sodium acetate buffer, pH 5 5, or 0 1 M sodium citrate buffer, pH
3 5 (data not shown)

The reaction described above was repeated except that temperatures of
24°C, 60 *C and 80 °C were used instead of a reaction tempaerature of 35°C
As 18 clear from the data assembled In Table 3, no satisfactory yields of
pyroGlu-MCP-1 were abtained at 24°C within a reasonable tme At 60°C and
80°C, on the other hand, significantly higher reaction rates are observed The
reaction rate at 80°C was approximately 50 tmes the rate at amblent
temperature
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Table 3

temperature gpeed half-life time purity

rcl constant | %]
(1m]

Comparison test 1 24 0031 24 75d nd
20 mM phosphate pH6 0
20 mM phosphete pH 60 35 oosg 78 28d g6 6
20 mM phosphate pH8 0 80 0880 11 8ah 850
20 mM phosphate pH 80 80 1870 04 32h 913
20 mM phosphate pH 80 150 mM a5 0 041 109 56d nd
NaCl
20 mM phospheie pH B0 5% EtOH 35 0108 84 21d a5
Comparlson test 2 35 0037 187 62d nd
20 mM phosphate pHB8 5
PBS Tween 3 5% EtOH, 0 01% TFA 35 0040 173 57d 85
pH74

nd = not detarmined the end of the reaction had not been reachsad after the specified time

Certainly, a higher reachon temperature favours the formation of by-products
or breakdown products, reducing the punty level - particularly when the test Is
camed out at 80 °C (Table 3)

Fig 3 shows in high resolution the chromatographs of the elution profile of
pyroGlu-MCP-1 preparations which were obtained under the conditions
summansed in Table 3 (20 mM phosphate buffer, 35°C, 60°C or 80°C) As
can be seen from this, significantly more impunties occur with MCP-1 by-
products or breakdown products at high temperatures, even with a short

incubation period (e g 3 houra at 80°C), than dunng five days' incubation at
35°C

The content of (e g 5 %) ethanol (EtOH) in certaln embodiments of the
process resulting from the production method did not have a negative effect
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on the reaction rates or purity of the product, under otherwise constant test
conditions (20 mM phosphate buffer, pH 6 0)

Example 2 Produchon of a pyroGIu-MCP-1 preparation by an alternative
process according to the invention

The fermentation, cell lysis and protein punfication steps were camed out as
explained in Example 1

Conversion ste

The eluate of the Source 30 RPC was diluted 1 10 with PBS, 0 02% Tween
20 The protein concentraton was then between about 0 2 and 0 5 mg/mL,
the pH was about 7 4 In addition to the buffer components the solution
contained about 3 5% EtOH and 0 01% TFA, which onginated from the eluate
of the previous Source 30 RPC step The solution was filter stenlised into
polypropylene flasks with a Millipak 20 (0 2 um, Milipore) and incubated at
35°C with gentle agitation The progress of the reaction was monitored by
HPLC analysis As soon as the end of the reaction was reached the
conversion solution was ultradiafiltered with a Pellikon 2 UDF membrane (3k,
Milipore) against PBS, 0 02% Tween 20, and the protein concentration was
adjusted to 0 1 mg/mL The preparation was decanted in 1mL batches info

glass containers through a Milhpore GV filter (0 22pm) under stenle
conditions

Analysis.

The progress of the conversion step was monitored by RP-HPLC As can be
sean in Fig 4, after 5 days more than 80 % of the protein had been converted
into pyroGlu-MCP-1, while surprisingly in sprte of the long Incubation penod a
very high purity of 85 % was obtalned (Table 3) As s apparent from a
comparison of mixtures containing 20 mM phosphate buffer and those
containing 20 mM phosphate buffer plus 150 mM salt (Example 1, Table 3,
line 3 to ine 6), the relatively low speed constant in mixtures containing PBS
as incubation solutton may be put down to the higher salt concentration, ionic
strength or osmolarity
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Example 3 _Preparation of a phammaceutical composition based on the MCP-
1 preparation produced according to Example 1 or Example 2

The pyroGilu-MCP-1 preparation obtained in Example 1 or Example 2 was
diluted to a concentration of 0 1 mg/mL in PBS (sodium chlonde, disodium
hydrogen phosphate, potassium chionde, potassium dihydrogen phosphate,
pH 7 0), also containing 0 02 % Tween 20, and transferred into glass
contalners In volumes of 1 mL The finished pharmaceutical solution was

clear, colourless and odouriess and can be administered by injection or
infusion

Example 4 Comparison of the biological activity of pyroGlu-MCP-1 and Gin-
MCP-1
Measunng pnnciple

MCP-1 binds to and activates the MCP-1 receptor CCR2b The activation of
the receptor leads to an influx of calcsum into the cytosol This can be
measured using a Fluorescence imaging Plate Reader (FLIPR, Molecular
Dewvices) To do this, the inactive fluorescent dye ester Fluo-4 AM s slulced
into cells which express hCCR2b on their surface, this ester then being
cleaved by intracelluler esterases In this form the fluorescent dye binds Ca®*
ions On excitation with a wavelength of 488 nm there 18 an emission with a
peak at 528 nm The intensity of the emission Is dependent on the
concentration of calcium in the cytosol The change in intensity of the emitted
Ight thus correlates with the concentration of calcium in the cytosol which 1s in
tum dependent on the state of activation of the receptor

A charactenstic time-triggered measunng signal after the addition of MCP-11s
shown in Fig 5 Itis apparent from this that after the addition of MCP-1 there
19 a rapid release of calcium which 18 linked with a sharp rise in fluorescence
The peak (b) Is reached just a few seconds after the application (&) The

RN



10

15

20

25

30

Case 1-1492 FF 23 Boehringer Ingelheim International GmbH et al

interval betwean the application (a) and maximum stimulation (b) 1s roughly
20-30 sec

In the tests that follow, the evaluabon was carned out using the maximum
values as they are less affacted by secondary effects such as e g a calcium-
induced calcium influx, and therefore more precise measurement 1s possible

Preparation of stably ex sing CHOMCCR2B-K1 cells

The coding region of the human CCR2b receptor (Gene bank Accession No
D29984) was amplified by PCR Then the 1 08 kb BamHI-Xbal fragment was
cloned into an expression vector CHO-K1 cells were transfected with this
plasmid acting as an expression vector

The celis were cultivated in a culture medium based on Ham's F12 medum
and regularly passaged On the day before the measurement 5000 cells were
plated out in 384-well assay plates (Corming Costar) with 40 pl of culture
medium and left to adhere ovemnight (approx 24 h) at 37 *°C, 5 % CO2, 95 %

relative humidity In all the assays the measurements were camed out four
times

On tha day of the test, first of all the substance plates were prepared Hanks
buffer with 0 1 % BSA (protease-free) was used as the diluting buffer for the
vanous MCP-1 preparations Hanks buffer with 0 1 % BSA was used as the
blank control Then 40 pl / well of Fluo4 dye medium were added to the cells
and the preparatons were incubated for 45 min at 37 °C, 5 % CO_, 95%
relative humudity The stained cells wers then washed four tmes with 60 pl
washing buffer, leaving a residue of 25 yi of washing buffer in each well The

cells were then incubated with washing buffer for a further 5 min at ambient
temperature

To measure the fluorescence the FLIPR measuring device was adjusted so
that stained and unstamed wells differed by at least a factor 1 5 and the
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stained wells had approx 11,000 fluorescence counts The other FLIPR
settings were
Excitation 488 nm
Emission 510 — 570 nm {band pass)
Negative correction Hanks/BSA (= companson with blank control)
Bias subtracton € (= levelling all the wells to O before adding the
substance)
Presoak of the tips with 25 pl of the relevant substance solution from
the substance plate (= minimising an adhesion
artefact)

The measunng process comprised the following steps
8 intervals in a 5 sec cycle
15 pl substance added
60 intervals in a 1 sec cycle
18 intervals in a 5 sec cycle

For evaluation the maximum signal of the 78 intervals after the addition of the
substance was used The control mixtures used were

blank control for negative correction
positive control (ATP) for checking the stalning
reference control (standard) -monitonng the receptor expression on
the cells
-basis of calculation for deterrmining the
actmty of unknown samples

The samples to be tested were pipettad parallel with the reference control In
identical dilubon steps The concentrations used in the tests were selected so
as to be in the ECs region of the reference control
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Companson of MCP-1 preparations according to the invention and not
according to the invention

Two pyroGlu-MCP-1 preparations ("Batch 071100kh" and "Batch 0141921*)
prepared by the process according to the invention and an MCP-1 preparation
prepared by the recombinant method, whose N-terminal glutamine group had
not been converted into a pyroglutamate group in the process step according
to the invention as descnbad above (MCP-1 preparations obtainable from
Peprotech) were tested and compared using the test system descnbed
previously The ECswas determined from the measurement curves recordad
as described above (see Fig 6)

Virtually Identical ECs values were obtalned for the two pyroGlu-MCP-1
preparations, while the values for the MCP-1 preparation not according to the
invention and not N-terminally modified differed significantly (Fig 6) The ECs
value of the latter preparation proved to be worse by a factor 2 to 3 (pyroGlu-

MCP-1 ECs = 7 82 nM, MCP-1 preparation from Peprotech ECso = 20 78
nM)

First, a positive correction Is made to the pyraGlu MCP-1 at the concentration
1e-8 M, | e the value obtained at a concentration of 10 nM pyroGlu-MCP-1
was sot at 100 % Thia is In the almost inear part of the ascent of the curve
Using this percentage signal the activity of other preparations, suchase g
the Peprotech MCP-1 s calculated according to the formula

% achvity(sampie) = RFUsampie st 10-8M) X 100 % / RFUstandard at 1e-8M)
in the above Example, as shown in Table 4, this yields a value of 48 % activity

for the non-N-terminally modified MCP-1 preparation based on the pyroGilu-
MCP-1 preparation
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value2 | value3d | value 4
pyroGiu MCP-1 (071100kh) at 16-8M 13919 38] 12286 6| 13249 68

MCP-1 otach) at {e-=8M 6216 81] 612589] 6836 11] 5425 31

. =
pyroGiu MCP-1 (071100kh) at 1e-8M | 12898 3 7278
MCP-1 (Peprotach) at 1e-8M 81510 500 2

% activitypuce-1 Pagremey =6 8151 x 100% / 12898 3 = 48 % activity

Example 5, T ture sensitvit u-MCP1

pyroGiu-MCP-1 was Incubated for 1 or 2 hours at 56°C or 85°C The
biological activity still present thereafter was then measured using the test
system in Example 4

It was found that no denatunng occurs when a pyroGlu-MCP-1 preparation is
Iincubated at 56 °C for either one hour or two hours However, as shown in
Fig 7, incubation at 95°C results in a very marked denatunng effect

Example 6 Treatment of patients suffenng from an artenal occlusive disease

For treating PAOD patients a pyroGlu-MCP-1 preparation as prepared above
18 adjusted to a concentration of between 1 2 and 120 yg/mi Immed:ately
before use this solution 15 adjusted to a final concentration of between 0 1 and
10 pg/ml and infused into the pabent at a flow rate of 2 to 12 mli/min over a
period of 1 to 6 hours by intraarterial route close to the region affected by the
vascular occlusion The infusion may be repeated after 1 to 7 days

4>
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a4

Patent Claims

Process for prepanng pyroGlu-MCP-1 from recombinantly produced Gin-
MCP-1, wherein GIn-MCP-1 18 incubated

- at a temperature in the range from 30°C and 80°C

- ina buffer solution with
— a salt concentration In the range from 10 mM to 160 mM and
~ atapHintherange from2to 75

until at least 90 % of the MCP-1 s present in the form of the pyroGlu-
MCP-1

Process according to claim 1, wherein the buffer solution 1s a phosphate
buffer with a concentration in the range from 20 mM to 50 mM and with
a pHintherange from35t0 65

Process according to one of Claims 1 or 2, wherein the buffer solution
additionally contains a detergent, an antioxidant, a preservative, a
stabihser, an antimicrobial reagent and/or a complexing agent

Process for preparing a pyroGlu-MCP-1 preparation, compnsing at least
the staps of

- prepanng a Gin-MCP-1 preparation by expression of a gene construct
coding for MCP-1 in a host cell,

- optionally concentrating and/or purifying the GIn-MCP-1 contained in
the GIn-MCP-1 preparation,

- converting the Gin-MCP-1 of the Gin-MCP-1 preparation into a
pyroGlu-MCP-1 preparation which contains pyroGlu-MCP-1, according to
one of processes 1 to 3, and

- optionally buffenng and/or further purfying the pyroGlu-MCP-1
preparation,

the proportion of pyroGlu-MCP-1 based on the total content of MCP-1 in
the resulting pyroGlu-MCP-1 preparation being at least 80%
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1

Composition containing a pyroGlu-MCP-1 preparation prepared
according to claim 4, wherein at least 80 % of the MCP-1 contained in

the pyroGlu-MCP-1 preparation 1s present in the form of the pyroGlu-
MCP-1

Process for prepanng a pharmacsutical compasition containing pyroGlu-
MCP-1, wherein a pyroGIlu-MCP-1 preparation prepared according to
claim 4 1s used

Medicamant or pharmaceutical composition containing a pyroGlu-MCP-1
preparation prepared according to claim 4, wherein at least 90 % of the
MCP-1 contained therein is In the form of the pyroGlu-MCP-1

Medicament or pharmaceutical composition according to clam 7,
containing pyroGiu-MCP-1 1n & phosphate buffer with sodium chloride
and optionally a detergent as additives

Use of pyraGlu-MCP-1 or a pyraGlu-MCP-1 preparation prepared
according to claim 4 for preparing a phammaceutical composition for the
treatment of vascular occlusive diseases such as, in particular, coronary
artery disease (CAD), penpheral arterial occlusive disease (PAOD),
carebral and mesentenal arterial occlusive diseases

Recombinant MCP-1 preparation produced by the process according to
claim 4, the biological activity of which, with respect to a recombinantly
produced MCP-1 preparation which has not been subjected to a process
according to claim 1 (N-terminally unmodified MCP-1 preparation), Is in
the ratio 100 48 or higher

Recombinantly produced MCP-1 preparation, wheren at least 90 % of
the MCP-1 protein i1s present as pyroGlu-MCP-1
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12

13

14

15

MCP-1 preparation according to clam 11, wherein the pyroGlu-MCP-1 18
present in non-glycosylated form

Process for inducing a biological or physlological reaction which
substtutes for or potentates the blological or physiological activity of
endogenous native MCP-1-protein, charactensed in that a composition
according to claim 5 or a pharmaceutical composihion according to clam
7 or a preparation according to at least one of Claims 10 to 12 is added
to cells or tissues or organs in an amount which Is suitable for evoking
the biological or physiological activity

Process according to claim 13, wherein the cells or tissues or organs
comprise CCR-2 and/or CCR-4-receptors

Process according to clam 14, wherein the celis are marsnmahan cells
which natively or recombinantly express the MCP-1 raceptor subtype
CCR2, particularly CCR2b
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Abstract

The invention relates to a process for prepanng pyroGlu-MCP-1 from
recombinantly produced Gin-MCP-1, wherein Gin-MCP-1 Is incubated at a
temperature in the range from 30°C and 80°C In a buffer solutton with a
salt concentration In the range from 10 mM to 160 mM and a pH in the

range from 2 to 7 5, until at least 90 % of the MCP-1 1s present In the form
of the pyroGlu-MCP-1
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Procedimientec para la preparacién ds un factor quimiotéctice
modificado en el N-terminal

El invento se refiere a un procedimiento para la prepara-
cién de piroGlu-MCP-1 a partir de Gln-MCP-1 preparado por via
recombinante, asi como a composiciones que contienen preparados
de piroGlu-MCP-1

MCP-1 (monocyte chemoattractant protein-1 (proteina-1
quimicatractiva de monocitos), conocida también bajo las
denominaciones "MCAF" factor gquimiotéctico y activante de
monocitos, "MCF® factor quimiotéctico de macréfagos, °"TSG-8'",
"HC-11" factor de necrosis tumoral estimulade por genes-8,
"SMC-CF'* factor gquimiotédctico de células de misculo liso,
"LDCF®* factor quimiotéctico derivado de linfocitos, asi como
"GDCF'" factor quimiotéctico derivado del glioma) es un miembro
de la familia de las quimicguinas CC La proteina MCP-1 del ser
humano fue descrita en un praincipio en la patente de EE UU n*®
5 714 578 Bajo condiciones normales se sintetiza (nativa) en el
organismo como proteina precursora con una longitud de 99
aminodcidos, la cual es procesada a continuacién a un péptado
con 76 radicales aminodcido La MCP-1 humana madura (hMCP-1) es
una glicoproteina con un peso molecular de 14 kDa y es secraetada
por numerosos tipos de células, por ejemplo por células del
misculo liso y células endoteliales (Leonard y Yoshimura (1990},
Immology Today 11,97-101) Contiene dos puentes disulfuro
intramoleculares y, en el caso de expresidén nativa, estd O-
-glicosilada y sialilizada (J Yan Ling et al (1590), Journal
of Biological Chemistry, 265, 18318-18321)

La proteina ee un producto del gen JE de la localizacién
cromosonal 17qll 2-q21 1 Esta localizacién génica se conoce
también comoc SCY A2 ("small inducible cytokine A2, citoguina A2
poca anducible) El1 gen humano fue descrito por primera vez en
la patente de EE QU n® 5 212 073 Ia expresién de este gen
puede ser inducida por muchos tipos de citogquinas, asi, por
ejemplo, por el factor alfa de necrosis tumoral y también, por

ejemplo, por la inmunoglobulina G La secuencia del gen y més

-~

-

e
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informaciones acerca del gen y del producto génico se pueden
» obtener en el banco de datos NCBI bajo el ndmero de acceso
M37719 (véase Tabla 1) %
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Tabla 1

Codigos cg%letos de los genes de In proteina quimotictica de monocitos humanos
LOCALIZACT HUMMCHEMP 2776 bp ADN lineal PRI 13-MAY-1594

DEFINICION Codigos completos de los genes de Ia proteina quimitictica de monocitos mmanos
ACCESO M37719
VERSION M37719 1 GI 187447
CLAVES proteina quimiotéctica de monocitos
FUENTE Homo sapiens (ser humano)
ORGANISMO Homo sapiens
Eukaryota, Metazoa, Chordata, Craniata, Vertebrata
Euteleostomli, Mammallia, Eutheria, Primatea, Catarrhini
Hominidae, Homo
REFERENCIA 1 (bases 1 a 2776)
AUTORES Shyy,Y 0 , Li,¥ 8§ y Kolattukudy,P E
TiTOLO Estructura dea la proteina quimiotéctica de los genes de
monocitos humanos y su regulacién por ATP
REVISTA Biochem Biophya Reaa Commun 169 (2), 346-351 (1990)
MEDLINE 90290466
COMENTARIO Fuente original ADN humano
RASGOS Localizaclén/Calificacién
fuente 1 2776
/organismo="Homo sapiens"
/db_xref="taxon 9606"
gen 598 2080
/gen="SCYA2"
CDS unidén (598 €73,1472 1589,1975 2080)
/gen="SCYA2"
/nota="proteina quimiotdctica de monocitos”
/ inicio coddn=1
/proteina_id="AAA18102 1°
/db_xref="GI 4B7124"
traduccidén= "MKVSAALLCLLLIAATFIPQGLAQPDATNAPVTCCYNFTNRKISVQRLA
SYRRITSSKCPXEAVIFKTIVAKEICADPKQKWVQDSMDHLDKQTQTPKT"
exén <598 673
/gen="SCYA2"
/nota="proteina quimiotéctica de monocitos”
/ntmero=1
exdén 598 673
/gen="SCYR2"
/nota="proteina gquimiotédctica de monocitos”
/ntmero=1
intrén 674 1471
/gen="SCYA2"
/nota="proteina quimiotéctica intrén A de monocitos”
exdén 1472 1589
/gen="SCYA2"
/nota="proteina quimiotéctica de monocitos”
/nimero=2
intrén 1590 1974
/gen="SCYA2"
/nota="proteina gquimiotdctica intrén B de monocitos”
exdén 1975 2080
/gen="SCYA2"
/nota="proteina quimiotéctica de monocitos*
/nimero=3
exdén 1975 »>2080

/gen="SCYA2"
/nota="proteina quimiotdctica de monocitc”
/nimero=3

n__—LL_dHLHEE—L.—jIE.hLJ‘[j
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BASE CONT 700 a 727 c 565 g 781 t 3 otrom

ORIGINAL

|
61
121
is1
241
30
361
421
481
541
601
661
721
781
841
01
961
1021
lo81
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
i621
1681
1741
1801
ig6l
1921
1981
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
l/

cagttcaatg
atttgaatga
cttectgget
atgctttcat
cagaatcctt
cccecateete
tcaccccect
cagatttaac
ctcteectet
gagactaacc
asaagtectetg
ctcgetcage
gttatcatgg
caagataagyg
gcagagectg
atc¢cagetct
gatcagggta
cagaatctgg
tgagtatcag
gtggggctce
gacacttgta
ttatatacce
ctctgaggta
ttttgrtrtt
aaaatgcttt
tataacttca
agcagcaagt
gaagttcttce
atttaactta
accccaacat
agtcaggatg
acctgegtee
agaccaasac
gaccattgtg
ggaccacctg
gaatctgecag
taatgaattt
agttattgat
ggggaaattg
gcasagaatca
tgtggaaatg
acttccagtg
aggaacatga
cnntntctte
ggccagttag
atgaccctgg
accectgeatyg

tttacacaat
gcaasatggat
gggaggcccc
ctagtttcct
aaaaataacc
cccatttgeg
gcttecettt
agcccactta
gccegettte
cagaaacatc
ccgeccettet
caggtaaggc
accatccaag
tgactcagaa
aactagaatt
gggaacacac
atcaaagaga
tetgtgette
ggaaactcat
cagctgatct
ggcattatct
cattttacag
taggcagaag
tcetcatgac
tctttgtggt
ccaataggaa
gtcccaaaga
cttgtggage
atgtacaaag
cactctccac
getecacctg
tcetagtcte
tgcaanggaa
gccaaggaga
gacaagcaaa
ctaacttatt
tgtttgttga
gttttaagtt
cttttectet
ttaatacaaa
aatattttgt
ttttcttgaa
tttcagaggg
ctccactggg
gcattaaagc
tcacccattt
caattt

cctacagttce
ttaatgcatt
ttggaatgtg
cgetteetee
ctcttagtte
tcatttggte
cctacttcet
tcactcatgg
aataagaggc
caattctcaa
gtgectgetg
ccectettet
cagacgtggt
asggacaagg
ccagctgtga
tcagcagtta
agggtgggtyg
attcacctta
gaccaggcat
tecctggtge
agctttaaca
cataggaaac
cactgggatct
tcttttetge
ttattttcea
gatctcagtyg
agctgtgatg
aagggacaag
gttcccaatg
ctgggtgect
gacacctata
catggcagct
cttcatctaa
tetgtgctga
cccaaactec
ttcececctage
tgtgaaacat
tatcttteat
tgaaccacag
gaatttttet
aactattaca
ggaaattaca
tggggcttac
tggtctecte
accaccette
gcaagagccc

tgetaggett
gtcagggagce
gcctgaaggt
ctttteectge
acatctgtgg
tcagcagtga
ggaaatcecac
aagatcccte
agagacagca
actgaagctc
ctcatagcag
tcteecttgaa
acecacagtc
ggtgagcccc
acccaaatee
ctecccccage
tgtaggctgt
gcttccagag
agctattcag
tgatcatctg
gctecteett
tgagtcattg
taatgagctce
tcttaagate
gatgcaatca
cagaggctcg
tgagttcagc
cctcataaac
ggaaaactga
attcagaaca
ggagcagttt
cgettetggt
ctctgtetee
ccccaagecag
gaagacttga
tttcceccaga
tatgccttaa
ggtactegtg
ttctaccect
taacattcca
ccaaataaat
aagctgagag
attttgaagg
tgagtctccg
cagtcttcaa
acccccattt

ctatgatgct
cggccaaagce
aagctggcag
agttttcget
tcagtctgog
atggasaaaa
aggatgetge
ctcctgettg
gccagaggaa
gcactctege
ccaccttcat
ccacattgtc
ttgetttaac
aaccacacag
agetcecttee
tgetteccage
ttccagacac
accggtgact
agtctaaaag
gattattggt
ctctectgtec
ggtcaaagat
tttectettcet
agaataatcc
atgccccagt
cgagctatag
acaccaacct
ctagagtcag
ggcaccaagg
ccccaattte
geectgggtt
gcagaatggg
tcectteece
aagtgggtte
acactcactc
caccctgttt
gtaatgttaa
ttttttagat
gggatgtttt
atgcattget
atatttitgt
tatgagcttiyg
aatgggaaag
gtagaagaat
cataagcagc
cttttgetet

actattctge
ttgagagcte
cgagcctgac
tcagagaaag
cttaatggca
gtgctecgtece
atttgctcag
actcecgeect
ccgagaggcet
ctccageatg
tccccaaggg
ttctetetga
gctactttte
ctgctgeteg
aggattcagg
agagtttggg
gctggagacc
ctgcaggtaa
gaggctcata
ccgtcttaat
attatcaatg
cacattctag
cctgectgee
agttcatcct
cacctgctgce
aagaatcacc
tecetggeet
agagtgcact
gasaaagtga
tttagcttga
cccteettee
ctgecacttet
acagcttcaa
aggattccat
cacaacccaa
tattttatta
ttcttattta
acagagactt
gagggtcttt
aaaatattat
acaaaacctg
gtggtgacaa
tggattggcc
ctttatggca
ccagagtcca
cacgaccctg

NS - SN | W

=

Ya en el documento de EE UU 5 714 578,
se describié que en el caso de una proteina MCP-1 aislada a

antes mencaonado, {

partir de una fuente nativa el N-terminal estd blogueado Tal

como se descubrié posteriormente, esto se puede atribuir a una
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modificacién postranslacional, en la cual la glutamina liberada
tras la separacién de la secuencia lider en el N-terminal de la
proteina madura se cicla a un radical piroglutamato bajo la
liberacién de una molécula de NH,

La 1dentificacién en el documento de EE UU 5 212 073 de
los tramos de lectura abierta codificantes de MCP-1 hizo posible
la expresién recombinante de la proteina Una MCP-1 preparada
por via recombinante, por ejemple en E c¢oli no muestra la
tipica estructura de N- o respectivamente O-glicosilizacién de
la MCP-1 nativa Un preparado de MCP-1 obtenido por esta via
tampoco me resiste a la degradacién de Edmann al contrario de
una preparado obtenido a partir de material nativo, por lo tanto
contiene N- -terminales (glutamina} no blogueados En ensayos
celulares, los cuales se basan en el efecto quimlotéctico sobre
macréfagos, no se pudo constatar ninguna diferencia entre la
actividad biolégica de preparados de MCP-1 nativos y los
obtenidos por via recombinante

Bajo condiciones fisiolégicam la MCP-1 actia como agonista
en los receptores CCR2Z y CCR4 de beta gquimioquina, los cuales se
expresan praincipalmente scbre monocitos y que, ademds, se
encontraron tambidén sobre baséfilos, as{ como sobre linfocitos T
y B La MCP-1 induce la guimotaxis de monocitos ya en
concentraciones subnanomolares Los receptores CCR2Z y CCR4 son
receptores de siete-dominios-transmembrana acopladoa a la
proteina G, los cuales conducen a la activacidén de monocitos y a
la adhesi16n reforzada de 1ntegrinas De este proceso resulta
finalmente un adosamiento de monocitos a célulae endoteliales y
subsiguiente salida de los monocitos del sistema linfidtico

En el documento WO 98/44953 se da a conocer una influencia
de la MCP-1 sobre la génesis arterial, es decir el crecimiento
de arterias colaterales y/u otras arterias partiendo de uniones
arteriolares ya existentes En base a este descubrimiento, en la
solicitud de patente internacional mencionada se propuso emplear
MCP-1 para fines terapéuticos, a saber para el tratamiento de
enfermedades vascularee oclusivas, las cuales se pueden paliar

estimulando la nueva formacién de vasos Estae enfermedades
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vasculares oclusivas son especialmente enfermedades de las
arterias coronarias (coronary artery disease, CAD), enfermedades
oclusivas de arterias periféricas (peripheral arterial occlusive
disease, PAOD), enfermedades oclusivas de arterias cerebrales y
mesenteriales, atc En eate documento se propuso, ademés,
emplear agentes neutralizantes de MCP-1, talea como por ejemplo
anticuerpos anti-MCP-1 para impedir la nueva formacién de vasos
Yy, con ello, combatir especlalmente el crecimiento de tumores,
el cual depende de un suficiente suministro de sangre y. con
ello, de una suficiente vascularizacidén del tejido tumoral

Para poder utilizar la proteina MCP-1l, como Bse menciona
anteriormente, en una aplicacién terapéutica para fomentar la
vascularizacién de tejidos se tienen que poner a disposicién
suficientes cantidades de esta proteina en pureza suficlente-
mente elevada para fines farmacéuticos La MCP-1 humana ge
obtuvo en un principio en forma nativa a partir de cultivos de
la linea celular del glioma humano UlOS5MG o a partir de
leucocitos mononucleares humanoa de la sangre periférica Un
aislamiento de la proteina pensada para fines terapéuticos a
partir de estas fuentes tropieza ya en que de esta manera habria
que obtener cantidades guficientemente grandes, en todo caso,
bajec un elevado coste y/o de una cantidad de material,
inaceptables leucocitos humanos no se podrian obtener en la
cantidad necesaria Clertamente, las célulap del glioma se
podrian multiplicar casi de forma ilimitada, pero no son
adecuadas para el cultive en fermentadoras biotecnolégicas ¥y
requieren, ademés, por ejemplo, de suero de ternera fetal para
su cultivo, con todos los problemas relacionados con ello

En lugar de la expreesién nativa de MCP-1, se ofrece
preparar MCP-1 por via recombinante De hecho, MCP-1 humana
recombinante se puede obtener ya en el comercio, asi
especialmente de las razones sociales R&D Systems (n® de
catdlogo 279-MC) y Peprotech (N* de catdloge 300-04, véase Tabla
2, los citados nimeros de catdlogo se refieren al estado de
enero de 2003) Conforme a las especificaciones del producto de

los preparados de MCP-1 recombinante que se pueden cbtener
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comercialmente, la proteina MCP-1 all{ contenida contiene el
aminodcido glutamina (Q) en el N-terminal La descripcidén del
producto indica, ademds, que eate preparado de proteina es muy
gensible especlalmente en estado liquado reconstituido
{almacenamiento a 4:C recomendado para un miximo de 1 semana)
De hecho, en ensayos realizados por 1los jinventores (estado
interno de la técnical se comprobéd que en el caso de un
almacenamiento en estado liquido de los preparados de proteina
MCP-1 convencionalea, el preparado proteico - bioclégicamente
activo - parecia mostrar muy pronto, especlalmente a
temperaturas superiores a 4°C, peflales de 1impurezas por
productos de degradacién (aparicién de bandas secundarias los
cromatogramas HPLC analiticos)
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Tabla 2 (extracto de la pAgina web de Internet de la razén
social Prepotech

5 MCAF Recombinante Humana (MCP-1 Humana)
La proteina -1 quimiotéctica (MCP-1) de monocltos humanos,
tamblén conoclda como factor actlvante y quimlotéctico {(MCAF) de
Descripcién macréfagos/monocitos humanos es una proteina con 8,6 kDa que
contiene 76 radicales aminoécido Juega un Importante papet en la
respuesta Inflamatoria de los monocitos de [a sangre y macréfagos

T P

tisulares
Catélogo # i:~IOI:-04 - N
Fuente * { E coll l
Formulacién :La soluclén flltrada de modo estéril fue I;oﬂllzada sin aditivos - -

'La protelna llofllizada es estérll durante pocas semanas a la

Estabilidad temperatura amblente, pero se almacena mejor a -209C Una vez
reconstitulda, MCAF humana se puede almacenar en lotes de trabajo
,a-200C

,Superior al 99% por SDS-PAGE y andlisis HPLC El nivel de

T T PR Sy R ST B

Pureza . endotoxina es menor que 0,1 ng por pg (1EU/ug)
Recomendamos un répldo centrifugado seguido de su reconstitucién
Reconstitucién &" 99u@ 8 una concentracién de 0,1-1,0 mg/ml Esta soluclén se
puede dllulr en otros tampones acuosos y almacenar a 4°C durante
'1 semana o a -20°C para un futuro uso
.‘ F
Actividad Determinada por su capacldad quimloatractiva de monocitos
bloldglica- humanos usada en una concentracién del orden de 5,0-20,0 ng/mi

QPDAINAPVT CCYNFTNRKI SVQRLASYRR ITSSKCPKEA
VIFKTIVAKE ICADPKQERWV QDSMDHLDKQ TQTPKT
i .
EE UU

Secuencia AA

Pals de
origen *

Un procedimiento clésico para la preparacién recombinante

de proteina MCP-1 humana consiste en la expresidén inducida por

10 1la temperatura de la proteina en forma de proteina de fueién, la
purificacién de los cuerpos de inclusién formados a conti-

nuacién, la disolucién y repliegue de 1la proteina y 1la
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subaiguiente liberacién enzimética de la protefna hMCP-1 a
partir de la proteina de fusién

En el caso de procedimientos convencionales para la
preparacidén recombinante de proteina MCP-1 humana se presenta el
problema de que camo producto secundario se obtiene frecuente-
mente una protefina acortada en posicién N-terminal en uno o
varios aminodcidos Estos productos secundarios se pueden
comportar en los sistemas biolégicos como antagonistas en
receptores de MCP-1

En Van Coillie et al (1998), Biochemistry 37 12672, 12673
a E ge describe un procedimiento en relacidén con ensayos
acerca de la influencia de modificaciones N-terminales sobre la
actividad biolégica de MCP-2, en el cual un preparado de MCP-2
obtenido por wvia recombinante ee incuba en Na.HPO, 0,01 M, pH
8,0, durante 24 horas a 3728C A nivel de la secuencia de
aminodcidos MCP-2 muestra un grado de homologia del 62% con
respecto a MCP-1 y tambilén se distingue de éste en tanto gque
MCP-1 no modificado en el N-terminal es biolégicamente activo en
contrapoasicién con el MCP-2 (véase la fila "actividad biolégica”
en Tabla 2) Bajo las condiciones anteriormente citadas, los
autores no determinaron la medida de la conversién del radical
glutamina N-terminal para dar un radical piroglutamato Sin
embargo, eegin reconocen los autores (estado interno de 1la
técnica) una aplicacién de condiciones comparables sobre MCP-1
conduce sélo a una ciclacién parcial del aminodcido N-terminal
{véage Tabla 3, ensayo comparativo 2)

Tenlendo en cuenta las anteriores consideraciones, una
m181én del invento es por consiguiente poner a disposicién un
procedimiento con cuya ayuda se pueda obtener un preparado de
MCP-1 {composicién de MCP-1l), que (a) en lo referente a sBu
actividad blolégica sea adecuado para fines terapéuticos y (b)
ofrezca ventajas en cuanto al proceso de autorizacidén legal del
medicamento, la cual en el caso de agentes biocfarmacéuticos
comprende exigencias particularmente dificiles de cumplir, por
ejemplo en lo referente a la pureza y capacidad de reproduccién
de la obtencién del medicamento, Y (¢) que presente una elevada
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estabilidad de almacenamiento Otra misién relacionada con ello
e8 la pueata a disposicién de composiciones o, respectivamente,
preparados que contengan MCP-1 obtenido por via recombinante y
Qque esean adecuadas para los fines antes citados .
respectivamente, ofrezcan las ventajas antes citadas

Estos problemas se soluciona por los procedimientos y las
campoeiciones que contienen MCP-1 indicados en las reivindi-
caciones

As{, conforme al invento se pone a disposicién un
procedimiento para la preparacién de pliroGlu-MCP-1 a partir de
Gln-MCP-1 obtenido por via recombinante, en el cual se incuba
Gln-MCP-1 a una temperatura en el intervalo de 30°C y B80:C,
preferentemente en el 1intervale de 308C y 70°C, y méAs
preferentemente en el intervalo de 35a8C a 602C, en una solucién
tampén que presenta una concentracién salina en el intervalo de
10 mM a 160 mM, preferentemente en el intervalo de 10 mM a 100
mM, vy que presenta un valor del pH en el intervalo de 2 a 7,5,
preferentemente 3,5 a 7,5, mis preferentemente 3,5 a 6,5, més
preferentemente 5 a 6,5, mAs preferentemente 5,5 a 6.5 y més
preferentemente un valor del pH alrededor de 6 En este caso, la
incubacién se lleva a cebo hasta que al menos el 90%,
preferentemente al menos el 95% y mAs preferentemente al menos
el 968 de la MCP-1 contenida en la solucién tampén se encuentre
en forma de piroGlu-MCP-1

Por "MCP-1" en el marco de esta divulgacién se entiende la
proteina MCP-1 ({sin prosecuencia previa), segin cada contexto
con un radical glutamina N-terminal (*Gln~MCP-1°, confréntese la
secuencia de aminodcidos mosirada en Tabla 1 y Tabla 2) o ya con
el N-terminal convertido/ciclado a radical piroglutamato
{"piroGlu-MCP-1") Sin embargo, ea obvio que las modificaciones
de la proteina MCP-1 que no repercuten en su funcién biolégica
(especialmente el efecto de atraccién de monocitos o el efecto
sobre el receptor de CCR) y que no varian su estructura de tal
modo gue los parfmetros de reaccién anteriormente descritos no
conduzcan ya al resultadoc deseado {es decir, que la proteina ya

no se pueda transformar seglin el procedimiento conforme al
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invento en una piroGlu-variante) no quedan fuera del &mbito de
pProteccién Asi, el procedimliento conforme al invento se puede
aplicar naturalmente también a una MCP-1 en la cual haya tenido
lugar un intercambio conservative de aminodcidos, por ejemplo
serina poxr treonina © leucina por 1soleucina, piempre que éste
no repercuta ni sobre la funcién o actividad bioldégica de 1la
proteina resultante, ni sobre la capacidad de conversién de la
glutamina N-terminal en piroglutamato conforme al procedimento
anterior El procedimiento conforme al invento se puede aplicar
también a proteinas MCP-1 de otros mamiferos tales como, por
ejemplo, rata, ratén, cobaya, conejo y hurén (y algunos més)

La solucién tampén en la cual se realiza el procedimiento
anteriormente descrito es preferentemente una solucién acuosa
tamponada con fosfato (tamponada con fosfato de sodio y/o de
potasio) de molaridad baja o fisiolégica, a sBaber en el
intervalc de 10 a 160 mM, 10 a BO mM, 10 a 50 mM, 20 a 40 mM o
alrededor de 20 o 40 mM

S1 se aceptan tliempos de incubacién més largos, entonces,
de modo correspondiente a una forma de realizacién especial del
invento, se puede trabajar también con molaridades fisioldgaicas
tales como, por ejemplo, alrededor de 150 mM de concentracidén
salina, consiguiéndose preferentemente esta molaridad utilizando
una solucidn salina tamponada con fosfato o "PBS" El incon-
veniente de un tiempo de incubacién més largo - y con ello el
riesgo de una proporcién creciente de productom de degradacién,
productoe secundarios o de oxidacién - se compensa en esta forma
especlial de realizacién por la ventaja de poder obtener el
preparado protéico 1inmediatamente en forma de una solucién con
concentracién salina fisiolégica

Ademés de este, la solucién tampén en la cuaml se realiza la
etapa de modificacién puede contener también, por ejemplo, un
detergente (suave), un agente antioxidante, un conservante, un
formador de complejos, estabilizantea, reactivos antimicro-
bianos, etc

La temperatura de incubacién se elige en el intervalo de
30°C a 80°C, es decir por encima de la temperatura ambiente En
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el caso de temperaturas més bajas, la etapa de conversidén
transcurre sélo lentamente Para alcanzar, a pesar de ello, una
conversién précticamente completa habria que prolongar entonces
considerablemente la duracién de la incubacidén hasta mids de una
semana Esto conduciria a tiempos de vida inaceptables en el
transcurso biotecnolégico del procedimiento y aumentaria,
ademés, considerablemente el peligro de diferentes impurezas en
la solucién protéica (por productos de degradacién u oxidacidn,
bacterias, virus u otros gérmenes) Por otra parte, un aumento
de la temperatura de incubaciédn por encima de 80°C conduce
ciertamente a una fuerte aceleracién de la reacclién de
conversidén, pero también en este caso a una mayor formacién de
productos secundarios y de degradacidén, no deseados (compdrense
Ejemplos 1 ¥y 2) Si son aceptables tiempos de vida de hasta 6
dias, entonces se prefiere particularmente una temperatura de
incubacién de 35 a 408C Por el contrario, en los casos en los
gque a ser posible se tenga gue incubar de forma claramente més
breve, se puede incubar también en el intervalo de 50 a 60, 70 o
80"C Naturalmente, temperaturas camprendidas entre 40 y 508C
conducen también al resultado deseado

El valor del pH de la solucién tampén de incubacién sae
deberia paituar en el intervalo de 2 a 7,5, es decair en 2zona
neutra a 8cida Se encuentra preferentemente en el intervalo de
3,5 a 7,5, de modo més preferente en el intervalo de 3,5 a 6,5,
mAs preferentemente en el intervalo de 5 a 6,5, mis preferen-
temente en el intervalo de 5,5 a 6,5 y mAs preferentemente se
elige un valor del pH alrededor de 6

En caso de la adecuada eleccidén de los parémetros
descritos, por ejemplo, con mis detalle en los ejemplos, la
variante piroGlu-MCP-1 se puede obtener con un grado de pureza
de, en cada caso, 90%, pero también superior, por ejemplo 95%,
96% o 98%, 1indicando este dato porcentual la cantidad de
piroGlu-MCP-1 (determinada por ejemplo como superficie bajo la
curva en un perfil de elucién HPLC) referida a la cantidad de
MCP-1 total existente emn la solucién (es decir, inclusive una

eventual proporcién de Gln-MCP-1 remanente y posibles productos
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de oxidacién y otros productos secundarios o de degradaciédn)

Conforme a otra forma de realizacién del invento se pone a
disposicién un procedimientc para la obtencién de un preparado
de piroGlu-MCP-1, el cual comprende al menoe las siguientes
etapan
- obtencién de un preparado de Gln-MCP-1 por via recombinante
por expresién en una célula huésped de una construccién génica
codoficante de MCP-1,
-~ concentracién y/o purificacién opcional de la Gln-MCP-1 que
estd contenida en el preparado de Gln-MCP-1, y finalmente
- conversidén de la Gln-MCP-1 que eat& contenida en el preparado
de Gln-MCP-1 o, respectivamente, que estaba contenida antes de
la concentracién y/o purificacidén, en un preparado de piroGlu-
MCP-1, el cual contiene la especie de moléculas protéicas de
piroGlu-MCP-1, realizéndose esta etapa conforme al “"procedi-
miento para la preparacién de piroGlu-MCP-1 a partir de Gln-MCP-~
-1l preparado de modo reccmbinante®

Opcionalmente, este procedimiento puede comprender, ademés,
por ejemplo la trans-tamponacién del preparado de piroGlu-MCP-1
o0 la purificacién ulterior, por ejemplo a travéas de una subsi-
guiente etapa de cromatograffa en columna, una diflisis, una
ultracentrifugacién, etc

Los procedimientos para la preparacién blotecnolédgica de pro-

teinas recombinantes son conocidos Abarcan especialmente etapas
de fermentacién, purificacién, concentracién y otras etapas La
etapa de conversién anteriormente mencionado se puede i1nsertar
en diferentes posiciones dentro de un "procedimiento de miltai-
Ples etapas" de eate tipo, es decir, por ejemplo con una
solucién protéica de MCP-1 ain ampliamente sin purificar o
tamblén ya totalmente purificada, caomo solucién de partida
Especialmente, cabe pensar también en un transcurso del
procedimiento, en el cual, entre medias, Gln-MCP-1 no convertido
{(totalmente), en forma mis o menos purificada o précticamente
totalmente purificada se liofiliza en forma ain no convertida
con el fin de mejorar la capacidad de almacenamiento y en el

momento dado se pone nuevamente en solucién y se convierte
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después conforme al procedimiento anterior en piroGlu-MCP-1
Naturalmente, la solucién protéica también se puede liofilizar
después de la conversién en piroGlu-MCP-1

El producto del procedimiento, a maber el preparado de
P1roGlu-MCP-1 gometido a la modificacién N-terminal, contaene
conforme al invento, referido al contenido total en MCP-1
(proteina convertida més la no convertida mis, por eijemplo, los
productos secundarios originados por oxidacidn), una proporcidn
de piroGlu-MCP-1 de al menos 90%, preferentemente al menos 95% y
de modo mAs preferido al menos 96%

Con la referencia "preparado de (Gln- o, respectivamente,
piroGlu-MCP-1, se quiere expresar que en las diferentes etapas
del procedimiento la proteina MCP-1 pe presenta en forma
disuelta en una solucidén (tampén) y, por consiguiente, junto a
la MCP-1 puede haber alin presentes otros componentes, tales
como, en todo caso, los i1iones de la sal del tampén utilizado y
con ello, eventualmente, otras sales, antioxidantes, estabili-
zantes, reactivos antimicrobianos, detergentes, conservantes,
formadores de complejos, etc

Conforme a un aspecto mas del invento se pone a disposicién
una composicién que contiene piroGlu-MCP-1 o un preparado de
prroGlu-MCP-1, la cual se prepard psegin el procedimiento
anteriormente citado, en la que al menos el 950% de la MCP-1
contenida en la composicién (proteina convertida més proteina
gin convertir mds productos secundarios, es decir "la superficie
bajo la curva®, por ejemplo en un cromatograma de elucidén HPIC)
ge presenta en forma de piroGlu-MCP-1

Por coneiguiente, objetc del invento es, ademéds, un
preparado de MCP-1 obtenido por via recombinante, especialmente
en procariontes y, de mode particularmente preferido, en E
coli, en el cual al menos el 90% de la proteina MCP-1 se
presenta en forma de piroGlu-MCP-1 En el caso de la preparacién
en células de expresién convencionales, la proteina - por el
contrario que en la produccién nativa - no mueatra frecuen-
temente la eestructura glicosilada natural Especialmente en el

caso de la preparacién en procariontes tales como, por ejemplo
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E coli, la piroGlu-MCP-1 obtenida o, respectivamente, el
preparado de piroGlu-MCP-1 obtenido, en contra de la forma en
que se presenta en el caso de la expresidn nativa en el
organismo humano, no estd glicosilada y/o sialilizada, diferen-
cidndose as{ de una proteina nativa de este tipo o, respec-
tivamente, de un preparado protéico obtenldo a partir de una
fuente nativa

Una composicién conforme al invento de este tipo puede mer
especialmente un medicamento o una composicién farmacéutica, que
Junto a una proporclién que supone ser al menos del 90%, 95% o
96% de plroGlu-MCP-1 en el contenido total de MCP-1 (proteina
convertida mAs proteina no convertida mAm productos secundarios)
contiene ademds ccoadyuvantes y sustancias de soporte habituales,
sales, antioxidantes, estabilizantes, reactivos antimicrobaianos,
detergentes, conservantes, formadores de complejos, etc Ia
composicién conforme al ainvento se puede utilizar para el
tratamiento de pacientes que padecen una enfermedad arterio-
oclusiva tal como especialmente PAOD o CAD El tratamiento
comprende la administracidén de una composicién de este tipoc en
una cantidad terapéuticamente eficaz, por la via adecuada, por
ejemplo por infueién intraarterial o en forma de un gel deposi-
tado periarterialmente, a partir del cual la proteina MCP-1 se
libera a lo largo de un espacio de tiempo mAs prolongado

Por lo tanto, de manera sorprendente se encontrd que - de
otro modo que el esperado - la incubacién en solucién acuosa y a
elevada temperatura de un preparado de proteina MCP-1, obtenido
por via recombinante, no conduce a su degradacién ni a su inac-
tivacién blolégica, sino que a través de esta etapa del procedi-
miento, nada habitual desde el punto de vista biotecnolégico vy,
en s8i, por lo regular no deseada - por eleccidén adecuada de un
gran nimerc de parAmetros - se puede obtener un preparado de
pP1roGlu-MCP-1 sorprendentemente homogéneoc, totalmente activo
biolégicamente, el cual, ademés de esto, mantiene por Bsu parte
su homogeneidad atn durante un largo almacenamiento, es decar
que es mAes estable que el preparado de Gln-MCP-1 {de partada)

Autoridades tales como la Food and Drugs Administration en

I
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EE UU o la EMEA en Europa condicionan la concesién a un férmaco
de una autorizacién mercantil conforme a la legislacién del
medicamento al cumplimiento de numerosas condiciones, final-
mente protectoras del paciente, exigidas a los fabricantes de
medicamentos As{, cada fabricante tiene que presentar certifi-
cados que demuestren, por ejemplo, la pureza del producto farma-
céutico, su estabilidad de almacenamiento y su capacidad de
preparacién de forma reproducible Estos tres aspectos citados
son 86lo una pequefia seleccién pero juegan un papel central
precisamente en el caso de la autorizacién de biofArmacos, es
decir medicamentos que contienen principios activos macro—
moleculares, consistentes en sustancias naturales o derivados de
eptdes (proteinas, &cidos nucléicos, proteoglicanos, polisacé-
ridos, etc ) Frecuentemente, las exigencias planteadas al
biocférmaco en el marco de esta autorizacidén son muy dificlles de
cumplir Por ejemplo, los principios actaivos basados en una
proteina, después de su producclién que tuvo lugar en un
organisme celular miés o mencs complejo, tiene gue ser sometidos
a una purificacién intensa y complicada, de varias etapas, y en
ella no deben eer modificados en eu estructura de manera
incontrolada - por ejemplo por oxidaciones u otras reacciones
esponténeas - AdeméAs de esto, el producto final deberia poaseer
una estabilidad de almacenamiento aceptable y no tener que
disponer de reder de distribucién complicadas y caras entre el
fabricante y el médico o paclente o la clinica que lo emplea
- una exigencia que, en el casc de proteinas, donde es impor-
tante mantener la correcta estructura secundaria (plegamiento),
8élo se puede cumplir, por lo regular, con grandes esfuerzos

En el caso de la proteina MCP-1l, la calidad de los
preparados obtenibles comercialmente es en muchos aspectos
suficiente para, por ejemplo, ensayos 1in vitro Sin embargo, tal
como en el transcurso de sus trabajos los inventores han sacado
a la luz, estos mismos preparados no son nada bien adecuados
para preparar un farmaco apto para una autorizacién Ya una
breve permanencia en solucidén a la temperatura ambiente antes de

su administracién al paciente, como no se puede excluir del
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todo, por ejemplo en consultorios médicos u hospitales, conduce
segin reconccen los inventores a la aparicién de productos de
"degradacidén®, inicialmente considerados como impurezas, en los
preparados de MCP-1 Una purificacién reforzada de la Gln-MCP-1
prevista inicialmente como principic activo pudo establecer de
nuevo, brevemente, un alto grado de pureza, pero de nuevo frente
a un corto tiempo de almacenamiento en soclucadn y a la
terperatura ambiente, tampoco este preparado era estable 1La
geatién de un procedimiento de autorizacién conforme a la
legalidad del medicamento en base de un preparado de principio
activo tan 1nestable va unida a enormes dificultades o es
silmplemente imposible

Sorprendentemente, estos problemas se pudieron auperar
conforme a la enseflanza del invento 1ncorporando una etapa no
habitual de procedimiento, a primera vista altamente contra-
producente, a saber la incubacidén a elevada temperatura (la cual
segin conslderaciones reciente fomentaba precisamente la no
homogeneidad) en el propio procedimiento de preparacién vy
purificacién Llevada a cabo bajo condiciones optimizadas y
analizadas en detalle por los inventores, una incubacién de este
tipo puede provocar ciertamente una conversién casi cuantitativa
del propio principio activoe Gln-MCP-1 original en la forma
p1roGlu-MCP-1 considerada inicialmente como 1impureza Esta
tltama forma ee entonces asombrosamente estable frente a
influencias desnaturalizantes de la proteina, tales como 1la
incubacién a elevada temperatura o causas andlogas Por
consiguiente, se pudo poner a disposicién un preparado de MCP-1
que en virtud de su elevada pureza y homogeneidad, capacidad de
produccién extraordinariamente reproducible y estabilidad de
almacenamiento, es adecuado para eu utilizacién como prancipio
active medicamentoso, Y el cual tiene gran posibilidad de
cumplir en los correspondientes procesos de autorizacidn las
severas exigencias cltadas y gue, por consiguiente, hace posible
nuevos procedimientos terapéuticos basados en la eficacia de la
MCP-1

Conforme a un aspecto parcial del invento un preparado de
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p1roGlu-MCP-1, obtenido seqiin el procedimiento citado anterior-
mente y en las reivindicaciones, se utiliza
- para el tratamiento terapédutico de enfermedades vasculares
oclusivas tales como especialmente de enfermedades de 1las
arterias coronarias (coronary artery disease, CAD), enfermedades
oclusivas de arterias periférices {(peripheral arterial occlusive
disease, PAOD), enfermedades oclusivas de arterias cerebrales y
mesenteriales, o
- para la preparacién de un medicamento para el tratamiento de
enfermedades vasculares oclusivas talea como especialmente de
enfermedades de 1laa arterias coronarias (coronary artery
disease, CAD), enfermedades oclusivas de las arterias perifé-
ricas (peripheral arterial occlusive disease, PAOD), enferme-
dades oclusivas de arterias cerebrales y mesenteriales

El 1invento también hace posible llevar a cabo un
procedimiento para el tratamlento de un paciente gue padezca de
las citadas enfermedades vasculares oclusivas, segin el cual el
preparado de piroGlu-MCP-1 producido por conversién o el medica-
mento obtenido utilizando un preparado de piroGlu-MCP-1 de este
tipo se adminiatra, por ejemplo, por inyeccién o infusidén

En lo referente a cada uno de los parémetros optimizados
del procedimiento, hay que advertir, ademfs, que al biotécnico
le cuesta no poco superar el hecho de incubar un preparado
protéico durante un espacio de tiempo mAs prolongado,
circungtancialmente de miltiples dfas, a elevadas temperaturas
de, por ejemplo, también 60°C En lo referente al valor del pH
neutro a 4#&cido de 1la solucién de incubacién, divulgado
anteriormente como &éptimo, se enfrenta en realidad la légica
quimica la conversién de glutamina a piroglutamato ciclico es
una reaccién de sustitucién nucleéfila, en la cual un par de
electrones libre en el &tomo de nitrégeno atacante del grupo C-
-alfa-amino del glutamato ataca el 4tomo de C del grupo C-gamma-
-amida Un valor é&cido del pH conduciria, en si, a una
protonizacién reforzada del grupo C-alfa-amino y repercutiria,
por consiguiente, negativamente sobre la velocidad de reaccidén

Pero segin reconocimientos de los 1inventores, esto no es
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pPrecisamente el casc Una explicacién imaginable - que se ha de
interpretar de modo no limitativo - podria ser que la proteina
MCS-1 plegada forma para el N-terminal un microentorno, en el
cual a pesar del wvalor &cido del pH de la solucién acuosa
circundante el grupo amino se presenta no protonizado y, por lo

tanto, un par de electrones libre queda disponible para el
ataque nucleéfilo

Ejemplos

Ejemplo 1 obtencién de un preparado de piroGlu-MCP-1 conforme
al procedimiento conforme al invento

Fermentacidén

La fermentacién se llevd a cabo con una cepa de Escherichia
coli K12(W3110) La cepa fue transformada con un pldsmido ColEl
{derivado pBR322), el cual contiene los siguientes elementos 1la
secuencia gendémica de la hMCP-1 bajo el control de un promotor
generalmente habitual (fosfatasa, pPhoA), un origen de replica-
cién ColEl y el gen resistente a la tetraciclina Para 1la
fermentacién se cultivé previamente la cepa de produccién en un
matraz agitador, en medio LB gque contenia tetraciclina La
incubacién tuvo lugar a 37*C hasta alcanzar un DO de 1 El
cultivo previo se transfirié a la fermentadora y se siguié
cultivandoe bajo agitacién y aporte de aire a 37*C El medio
contenia glucosa, divergas sales, elementos traza, extracto de
levadura, aminoécidoa y tetraciclina El valor del pH se mantuvo
en 6,8 con amoniaco En cuanto se hubo consumido la glucosa
previamente dispuesta, por aporte de glucosa se mantuvo cons-
tante el oxigeno disuelto (p0;) en el valor nominal del 40% Tan
pronto como se habia consumido el fosfato en el medio, 1la
induccién del promotor de fosfatasa tuvo lugar automAticamente
Al cabo de 39 horas se cosechd la biomasa con una centrifuga
tubular (CEPAL) y se almacend a -70°C

Apertura de las células y etapas de purificacién de la proteina
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El grénulo de células congelado se wvolvié a suspender con
un Ultraturrax en la cuddruple cantidad de tampén de lisis (Trais
200 mM, NaCl 55 mM, EDTA 5 mM, pH 7,5) La apertura de las
células tuvo lugar por dos pasadas con un homogeneizador a 460
bar Fragmentos de la rotura celular se separaron con una
centr{fuga CEPA El material sobrenadante se filtré opcional-
mente con filtros Polyesen II (1,2 um) (Millipore) y se cargéd
después en una combinacién de columnas constituida por una Q
sefarosa FF y una SP sefarosa FF Las colurmas se habian
equilibrade con tampén de lisis

Finalizada la carga, la combinacién de columnas ge lavé con
tampén de limis y se deaenganchéd la columna de Q sefargoea La SP
sefarosa se siguié lavando con tampén de lisis, a continuacién
con urea 5 M (en tampén de lisis) y nuevamente con tampédn de
lisis La elucién del producte tuvo lugar en un gradiente lineal
de NaCl

El material eluido se salinizé con sulfato de amonio haata
una concentracién final de 1,3 mol/l y se centrifugd durante 15
min a 3200 g E1 material sobrenadante se cargd en una columma
de fenil-sefarosa, que estaba equilibrada con sulfato de amonio
1,3 M (en tampén de lieis)

El material que habia fluido a través de la fenil-sefarosa
se aplicé scbre una columna RPC Source 30, equilibrada con
tampén de 1lisis El lavado posterior se hizo con tampén de
ligis, agua y tampén A (5% de EtOH, 0,1% de TFA) El producto se
eluyéd en un gradiente lineal de 20% de tampén B (95% de ELOH,
0,1% de TFA) mobre 70% de tampén B en 10 volimenes de columna

Etapa de conversifn

El material eluidc se diluyd hasta 1 10 en diferentes
tampones, por ejemplc tampén foefato, 10-40 mM, pH 6,0-7,4
Conforme a una forma de realizacién preferida, como pH final de
la solucién de conversién se aspird a un valor comprendido entre
6,0 vy 6,5 La concentracién de proteina ;e situaba entre 0,2 ¥y
1,0 mg/ml

La solucién se filtrd en condiciones eatériles y se incubd
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bajo ligera agitacién (60 rpm) a temperaturas de 35-80°C (en
diferentes tandas) El transcursc de la reaccién se observé por
anélisis HPLC

Etapas de purificecién final

Tan pronto come se hubo alcanzado el final de la reaccién,
la solucién de conversién se cargd en una columna SP sefarosa
HP, equilibrada con tampén A (fosfato 40 mM, pH 6,0} La elucidn
se llevdé a cabo con un gradiente lineal de NaCl La concen-
tracién de NaCl en el material eluido era aproximadamente de 350
mmol/L La concentracién de proteina aproximadamente de 3 mg/mL
El material eluldo se diluyé con tampén A a una conductividad
correspondiente a NaCl 250 mM A continuacién se siguid
diluyendo con fosfato 40 mM, pH 6,0, NaCl 250 mM hasta que la
solucién de proteina era de 1 mg/mLk. La polucién en bruto asi
formada se filtrd en condiciones estériles y se almacend a 42C o
~708C hasta la formulacién

Analitica

El transcurso de la etapa de conversién antes descrita se
observé por RP-HPLC Se tomaron cromatogramas de los perfiles de
elucién antes del inicio de la reaccién de convereidn (tg) y en
los i1nstante t=24 h, t=48 h ¥ t=120 h Tal como se deduce de los
cuatro cromatogramas que Be muestran en la Fig 1, a una tempe-
ratura de incubacién de 35°C, al cabo de 48 h se habian conver-
tido a piroGlu-MCP-1 aproximadamente el 90% de la protefna
An&lipis por HPLC indicaban la correcta formacidén de los dos
puentes disulfuro

La Fig 2 muestra la cinética de la reaccién de Gln-MCP-1 a
p1roGlu-MCP-1 bajo las condiciones descritas En ella se puede
ver que al ir aumentando el tiempo de reaccién aparece una
impureza, denominada en la Fig 2 como "variante 2", que no se
pudo caracterizar con mée detalle

Tranascursos de reacclién parecidos se cbeervaron al llevar a
cabo la etapa de conversién en tampén acetato de sodio 0,1 M, pH
5,5 o en tampén citrato de sodio 0,1M, pH 3,5 (datoe no
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mostrados)

La reaccidén anter:ormente descrita se repitid, a excepciédn
de que en lugar de una temperatura de reaccién de 359C, se
eligieron temperaturas de 248C, 60*C y 802C Como se puede
deducir con ayuda de los datos recogidos en la Tabla 3, en el
caso de 24°C no se obtuviaeron, en tlempe comparable, rendi-
mientos satiefactorios de piroGlu-MCP-1 Por el contrario, &
602C y 809C se observarcn velocidades de reaccidén significativa-
mente més elevadas La tasa de reaccién a 80*C era aproxima-

damente 50 veces superior a la tasa a temperatura ambiente

awd

Tabla 3

Temperaturn | Velocxdad const | Tiempo de | Durs- |Purem

semivida clém

cl [1/m] (] ]
Ensgayo comparativo | 24 0,031 24 7.5d |nd
fosfato 20 mM pH 6,0
foefato 20 mM pH 6,0 a5 0,089 18 26d |96,6
foafato 20 mM pH 6,0 60 0,660 1,1 8,8h |950
fosfato 20 mM pH 6,0 80 1,670 0,4 32h |93
fosfato 20 mM pH 6,0 NaCl 150 mM |35 0,041 16,9 56d |nd
fosfato 20 mM pH 60 5% EtOH 35 0,108 64 2,1d |95
Ensayo comparativo 2, as 0,037 18,7 62d [nd
fosfuto 20 mM pH 8,5
PBS Tween, 3,5% EtOH, 0,01% TFA a5 0,040 173 57d |95
pH 7,4

nd = no determunado, tray 1a duracién indicada no se habia alcanzado el final de 1a reaccidn

No obstante, una temperatura de reaccién mAs elevada
favorece también la formacién de productos secundarios o de
degradacién, lo cual reduce el grado de pureza - especialmente
en el caso de llevar a cabc el ensayc a 80°C (Tabla 3)

En la Fig 3 8e muestran a elevada disolucién los
cromatogramas del perfil de elucién de preparados de paroGlu-
~MCP-1 que se obtuvieron bajo las condiciones recogidas en la
Tabla 3 (tampén fosfato 20 mM, 3582C, 60*C y, respectivamente,
B0®°C) Como se deduce de ello, a elevadas temperatura, incluao

er e -



10

15

20

25

30

35

73

23

en el caeso de incubacién de corta duracién {(por ejemplo 3 horas
a B802C) aparecen claramente mis 1impurezas junto con productos
secundarios o de degradacién de MPC-1 que en el caso de una
incubacién durante cinco dias a 355C

El contenide en (por ejemplo 5%) de etancl (EtOH) que
condiciona técnicamente la produccién en determinadas ejecu-
ciones del procedimiento, por lo demds con condiciones de ensayo
constantes (tampén fosfato 20 m¥, pH 6,0) no repercutia
negativamente sobre las tasas de reacciédn o sobre el grado de
pureza del producto

Ejemplo 2 obtencién de un preparado de piroGlu-MCP-1 conforme a
un procedimiento alternativo conforme al invento

La fermentacién, la apertura de cédlulas y las etapas de
purificacién de la proteina se llevaron & cabo tal come se
explica en el Ejemplo 1

Etapa de conversién

El material eluido de la cepa 30 RPC se diluyd 1 10 con
BPS, 0,02% de Tween 20 La concentracién de proteina estaba
entonces comprendida entre 0,2 y 0,5 mg/mL, el pH era aproxima-
damente 7,4 AdemAs de los componentes del tampén, la solucidn
contenia aproximadamente 3,5% de EtOH y 0,01% de TFA, que
proced{ian del material eluido de la etapa anterior con la cepa
30 RPC La solucién se filtrd en condiciones estériles con un
Millaipak 20 (0,2 um, Millipore) en frascos de polipropilenoc y Be
incubd a 358C bajo ligera agatacién El1 transcurso de la
reaccién se silguié por anélisis HPLC En cuanto se alcanzé el
final de la reaccién, la solucién de conversién se £i1ltré
ultradialmente por una membrana Pellikon 2 UDF (3k, Millipore)
frente a PBS, 0,02% de Tween, y la concentracldén de proteina se
ajusté a 0,1 mg/mL El envasado tuvo lugar estérilmente en
recipientes de vidrio a través de un filtro Millipore GV (0,22

pm) en porcicnes de 1 mL
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Analitica

El transcurso de la etapa de conversién se observéd por
RP-HPFCL Tal como se ve en la Fig 4, al cabo de 5 dfas mis del
90% de la proteina se habia convertido en piroGlu-MCP-1,
obteniéndose sorprendentemente, a pesar de la larga duracién de
la incubacién, un grado de pureza muy alto del 95% (Tabla 3)
Como se desprende de una comparacién entre tandas con tampdn
foefato 20 mM y aquellas con tampédn fosfato 20 mM mAs 150 mM de
sal (Ejemplo 1, Tabla 3, fila 3 a fila 6), la constante de
velocidad relativamente baja en laa tandas con PBS como solucién
de incubacién se podria atribuir a la superior concentracién
salina, fuerza iénica u osmolaridad

Ejemplo 3 preparacién de un medicamento en base al preparado de
MCP-1 obtenido seqiin el Ejemplo 1 o Ejemplo 2

El preparado de piroGlu-MCP-1 obtenido en el Ejemplo 1 a
Ejemplo 2 se diluyé en PBS (cloruro de sodio, hidrégenofosfato
disddico, clorure de potasio, dihidrégenofosfato de potasio, pH
7.0) que contenia, ademés, 0,02% de Tween 20, hasta una
concentracidén de 0,1 mg/mlL y se envasd, a razdén de un volumen de
1 mL, en recipientes de vidrio La s8solucién medicamentosa
acabada era tranaeparente, incolora e 1inodora y se puede
administrar por inyeccién o infusién

Ejemplo 4 comparacién de la actavidad blolégica de piroGlu-MCP-1

Y Gln-MCP-1

Principio de medicién

MCP-1 se une al receptor de MCP-1 CCR2b y lo activa La
activacién del receptor conduce a un flujo de entrada de calcio
an el citosol Este se puede medir con un Fluorescence Imaging
Plate Reader (FLIPR, Molecular Devices) Para ello, en células
que expresan hCCR2b en su superficie se introduce el ester
inactivo de coloracién fluorescente Fluo-4 AM, el cual es

escindido después por esterasas intracelulares En esta forma el
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colorante de fluorescencia se une a iones Ca?** En el caso de una
induecién con una longitud de onda de 488 mm se llega a una
em1s16n con un méximo a 528 nm La intensidad de la emisién
depende de la cecncentracién de calcio citosbdlico Por lo tanto,
la variacién de intensidad de la luz emitida corre paralela con
la concentracién de calcio citoadlico, la cual de nuevo depende
del estado de activacidén del receptor

Una caracteristica gefial de medida en funcién del tiempo
después de la adicién de MCP-1 se muestrxa en la Fag S A partir
de ella se puede ver que tras la adiciédn de MCP-1 se produce una
répida liberacién de calciec, que va unida a una fuerte subida de
la fluorescencia En este caso, el méximo (b) se alcanza ya
pocos segundos deapués de la aplicacién (a) El espacio de
tiempo entre la aplicacién (a) y la estimulacién méxima (b) es
aproximadamente de 20-30 s

En los ensayos descritoe a continuacién se efectué la
evaluacién con ayuda de loe valores méximos, puesto que éstos
son menos i1nfluenciables por efectos secundariocs talee caomo, por
ejemplo, un flujo de entrada de calcio inducido por calcio vy,

con ello, se hace posible una medicién més exacta

Puesta a disposicién de células CHO/hCCR2B-K1 de expresién
estable

La regién codificante del receptor CCR2B humano (n® de
acceso D29984 del banco de genes) se amplificéd a través de PCR
A continuacién, el fragmento 1,08 kb BamHI-Xbal fue clonado en
un vector de expresién Con este plésmido que sirve como vector
de expresién se transfectaron células CHO-K1

Las células se cultivaron en un medio de cultivo a base de
Ham F12 y fueron traspasadas regularmente E1 dia antes de 1la
medicién, 5000 células se extendieron en placas para ensayo de
384 pocillos (Corning Costar) con 40 pl de medio de cultivo y se
dejaron adherir durante una noche (aproxamadamente 24 h) a 37*C,
5% de CO; v 95% de humedad relativa En todos los ensayos se
llevaron a cabo determinacirones cuddruples

El dia del ensayo se prepararon primerc las placas con
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sustancia Como tampén de dilucién para los diferentes
preparados de MCP-1 se utilizé tampén Hanks con 0,1% de BSA
(exento de proteasa) Como control cirego servia tampén Hanks con
0,1% de BSA A continuacién se afladieron a las células 40 ul /
pocillo de medio de tincién Fluo-4 y las tandas se incubaron
gurante 45 min a 37°C, 5% de CO; y 95% de humedad relativa
Después, las células teflidas se lavaron cuatro veces con 60 pl
de tampén de lavado, quedando remanente un resto de 25 pl del
tampén de lavade por cada pocillo Las células Be 1incubaron
después otros 5 min a la temperatura ambiente con tampén de
lavado

Para la medida de la fluorescencia el aparato de medida
FLIPR Be ajustd de tal modo que los pocillos tefildos y los no
tefiidos se diferenciaban al menos por un factor 1 5, y los
pocillos tefiidos presentaban aproximadamente 11 000 cuenteos da
fluorescencia Los demAs ajustes de FLIPR eran

excitacién 488 nm

em1816n 5106-570 nm (paso de banda)

correccién negativa Hanks/BSA {nivelacidn del control ciego

sustraccién por 6 (= nivelado a 0 de todos los pocillos

por desviacidn antes de la adicién de la sustancia)

preimpregnado de con 25 pul de la correspondiente solucién

los tipos de sustancia a partir de la placa con
sustancia (= minimacién de un artefato

de adhesidn)

El transcurso de la medicién se componia de las siguientes
etapas
6 intervalos al compéds de 5 s
15 yl de sustancia afiadida
60 1ntervalos al compés de 1 =8
18 intervalos al compds de 5 s
Para la evaluacién se utilizé la sefial méxima de loa 78
intervalos tras la adicién de sustancia Como tandas de control
servian

control ciego para la correccién negativa

b & iy
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control positivo (ATP) para el control del color
control de referencia (“est&ndar”®)
- control de la expresién del
receptor sobre las células
- base de célculo para deter-
minar la actividad de muestras
deaconocidas
Las muestras a ensayar se pipetearon paralelamente con el
control de referencia en 1idénticas etapas de dilucién Las
concentracicnes empleadas en los ensayos Be eligieron de modo

gque pe encontraban en la zona ECsy de la referencia de control

Comparacién de preparados de MCP-1 conformes al invento y no

conformes al invento

En el sistema de ensayc anteriormente indicado me ensayaron
dos preparados de piroGlu-MCP-1 obtenidos seqiin el procedimiento
conforme al invento (“lote 071100kh” y "“lote 0141921”") y un
preparado de MCP-1 obtenide por via recombinante, cuyo radical
glutamina N-terminal no se habia convertido en un radical
piroglutamatc en la etapa de procedimiento anteriormente
descrita (preparados de MCP-1 adquiribles de Peprotech), y se
compararon A partir de las curvas de medida tomadas como Be
describid anteriormente se obtuvo el valor ECs, (véase Fig 6)

Para los dos preparados de pairoGlu-MCP-1 s=e obtuvieron
valores ECsys précticamente idénticos, mientras que los valores
para el preparado de MCP-1 no conforme al invento, no modificado
en el N-terminal, se desviaban claramente de ellos (Fig 6) El
valor ECs; del vltimo preparado resulté peor en un factor 2 a 3
{(pLTOoGlu-MCP-1 ECse = 7.82 nM, preparado de MCP-1 de Peprotech
ECso = 20,76 nM)

A partir de esto, la actividad bioldgica de los dos preparados

se calculd como sigue

Primero se llevd a cabo una correccién positiva sobre la
piroGlu-MCP-1 en la concentracién le-8 M, es decir el valoer
conseguido & una concentracién de 10 nM de piroGlu-MCP-1 se puso
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en 100% Esto estid en la zona casi lineal del ascenso de la

curva Con ayuda de esta seflal porcentual se calcula degpués la
actividad de otros preparados, como por ejemplo de la MCP-1 de
Peprotech, segin la férmula

A partir de ello, en el ejemplo anterior, como muestra la
Fig 4, para el preparado de MCP-1 no modificado en el N-termi-
nal resulta un valor de la actividad del 48%, referido al

preparado de piroGlu-MCP-1

Tabla 4

Valores de medida  (correccién negahva Hanks/BSA, sustraccién por desviacidn 6)

Valor 1 Valor2 | Valor3 Valor 4
proGlu-MCP-1 (071100kh) a 1e-§M 1213763 | 13919,36 12286,6 13249,68
MCP-1 (Peprotech) a 1e-8M 6216,81 6125,89 6836,11 542531
Valor medio SD
puroGlu-MCP-1 (071100kh) a 1c-8M | 12898,3 7218
MCP-1 (Peprotech) a 1¢-8M 6151,0 500,2
% de actividad s raprmtyy = 6151 x 100% / 12898,3 = 48% de achvidad

Ejemplo 5 Sensibilidad a la temperatura de piroGlu-MCP-1

piroGlu-MCP-1 se incubd 1 o,
568C o 95°C
después con ayuda del sistema de ensayo del Ejemplo 4

respectivamente, 2 horas a

La actividad bicléglica afin existente se midid

Se puso de manifiesto gue tanto una incubacién durante una
hora como de dos horas de un preparado de piroGlu-MCP-1 a 56°C
no causaba desnaturalizacién alguna Por el contrario, tal como

muestra la Fig 7, la incubacién a 95°C conducia a un efecto

VY &
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desnaturalizante muy notorio

Ejemplo 6 tratamiento de pacientes que padecen una enfermedad
arterial oclusiva

Para el tratamiento de pacientes de PAOD, un preparado de
piroGlu-MCP-1 obtenido como anteriormente se ajusta a una
concentracién comprendida entre 1,2 y 120 pg/ml Inmediatamente
antes de su uso, esta solucién se lleva a una concentracidn
final comprendida entre 0,1 a 10 pg/ml y se infunde al paciente
intraarterialmente con un caudal de 2 a 12 ml/min durante un
espacio de tiempo de 1 a 6 horas, cerca de la regién afectada

por la oclusién vascular La infusién se puede repetir al cabo
de 1 a 7 dias

PR TT 3 TN, - - — SV e e - T TEITIL N e Y hn....ﬂ
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Reivindicaciones
1 Procedimiento para la preparacién de piroGlu-MCP-1 a
partir de Gln-MCP-1 preparado por via recambinante, en el cual
Gln-MCP-1 se 1ncuba
- a una temperatura en el intervalo de 30%C y B80:C
- en una solucién tampén con

-- una concentracién salina en el intervalo de 10 mM a 160 mM
Y
-- un valor del pH en el intervaloc de 2 a 7.5

hasta que al menos el 950% de la MCP-1 se presente en forma de
plroGlu-MCP-1

2 Procedimientos segin la reivindicacién 1, en el que la
golucién tampén es un tampén fosfato con una concentracién en el
intervalo de 20 mM a 50 mM ¥y con un valor del pH en el intervalo
de 3,5 a 6,5

3 Procedimiento segin una de las reivindicaciones 1 o 2,
en el cual la solucién tampén contiene adicionalmente un
detergente, un antioxidante, un conservante, un estabilizante,
un reactivo antimicrobiano y/o un formador de complejos

4 Procedimiento para la obtencién de un preparado de
piroGlu-MCP-1, que al menos comprende las etapas
- obtencién de un preparado de Gln-MCP-1 por expreesién en una
célula hudeped de una construccién génica codoficante de MCP-1,
- concentracién y/o purificacién opcional de la Gln-MCP-1 del
preparado de Gln-MCP-1,
- conversién de la Gln-MCP-l1 del preparado de Gln-MCP-1 en un
preparado de plroGlu-MCP-1, el cual contiene pliroGlu-MCP-1,
seqin uno de los procedimientos 1 a 3, vy
- trans-tamponacién opcional y/o ulterior purificacién del
preparado de piroGlu-MCP-1,
glendo la proporcién de piroGlu-MCP-1 en el preparadc de
piroGlu-MCP-1 resultante de al menos 90%, referido al contenido
total en MCP-1

5 Composicién que contliene un preparado de piroGlu-MCP-1
obtenido segin la reivindicacién 4, en donde al mencs el 930% de
la MCP-1 contenida en el preparado de piroGlu-MCP-1 estd en

e 2y An,

———— W
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forma de piroGlu-MCP-1

6 Procedimiento para la preparacién de un medicamento que
contiene piroGlu-MCP-1l, en el cual se utiliza un preparado de
pP1roGlu-MCP-1 obtenide segin la reivindicacién 4

7 Medicamento o composicién farmacéutica que contiene un
preparado de piroGlu-MCP-1 obtenido segin la reivaindicacién 4,
en donde al menocs el 90% de la MCP-1 contenida en él1 estd en
forma de piroGlu-MCP-1

8 Medicamento o composicién farmacéutica amegin la
reivindicacién 7, que contiene piroGlu-MCP-1 en un tampén
foafato con cloruro de sodio y, opcionalmente, un detergente
como ad:itivo

9 Utilizacién de piroGlu-MCP-1 o de un preparado de
piroGlu-MCP-1 obtenido seg(n la reivindicacién 4 para la prepa-
racién de un medicamento para el tratamiento de enfermedades
vagculares oclusivas tales como especialmente enfermedades de
las arterias coronarias (coronary artery digease, CAD),
enfermedades oclusivas de las arterias periféricas {peripheral
arterial occlusive disease, PAOD}, enfermedades oclusivas de las
arterias cerebrales y mesenteriales

10 Preparado de MCP-1 obtenido por via recombinante segin

el procedimiento conforme a la reaivindicacién 4, cuya actividad
biolégica referida a la de un preparado de MCP-1 preparado por
via recombinante, el cual no se sometid a ningin procedimiento
conforme a la relvindicacién 1 (preparado de MCP-1 no modificada
en el N-terminal) se encuentra en la relacidén 100 48 o mayor

11 Preparado de MCP-1 obtenido por via recombinante, en el

cual al menos el 90% de la proteina MCP-1 se presenta en forma de
piroGlu-MCP-1

12 Preparade de MCP-1 segliin la reivindicacién 11, en el

cual la piroGlu-MCP-1 se presenta en forma no glicosilada

13 Procedimiento para 1la induccién de una reaccién

biolégica o fisioldgica, la cual sustituya o refuerce el efecto
biolégico o fisiolégico de la proteina MCP-1 nativa enddgena,
caracterizado porque una composicidén segin la reivindicacién 5 o

un medicamento seqin la reivindicacién 7 o un preparado segin al

296
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menos una de las reivindicaciones 10 a 12 se afiade a células o

tejidos u &érganos en una cantidad adecuada para provocar el
efecto bioldgico o fisioldgico

14 Procedimiento segun la reivindicacién 13, segin el cual

5 las células o tejidos u érganos presentan receptores CCR-2 y/o

CCR-4
15 Procedimiento segin la reivindicacién 14, segin el cual
las células son células de mamiferos, las cuales expresan de

forma nativa o recombinante el subtipo CCR2, especialmente
10 CCR2b, del receptor de MCP-1

- - -
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Resumen

El 1invento pse 7refiere a un procedimento para la
preparacién de piroGlu-MCP-1 a partir de Gln-MCP-1 preparado por
via recombinante, en el cual Gln-MCP-1 se incuba a una tempera-
tura en el intervalo de 30°C y B80°C en una solucién tampén con
una concentracién salina en el intervalo de 10 mM a 160 mM y
un valor del pH en el intervalo de 2 a 7,5, hasta que al menos

el 90% de la MCP-1 se presente en forma de piroGlu-MCP-1
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1 Da car Anmpidar dlle erforderfichen nraltrichan Racharchanget(hren rchtzattg entrichiot hal, erstrecikt sich diatar
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Fonmsaatt PCTASAZ1D (Fortestiung von Biatt 1 (2)) {Janusr 2004)
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INTERNATIONALER &ERCHENBERICHT
Angmban 1 VerSfenticiunges, 4 zur sadben Putarthuslie gahdan

inlamalio naing AMINTHChen

PCT/EP2004/003856
im Racherchanbericht Datum der Miighecier) clar Dattrm der
anguiihrtos Patonidoiomant Vartsntichung Pataritarmlis Vardsentichung
US 5714578 A 03-02-1998 Al 5048090 A 24-08-1990
CA 2006964 Al 31-07-~1950
kD 9008777 Al 09-08-1990
Al 5160390 A 24-08-1990
W0 9008778 Al 09-08-1990
us 5532144 A 02-07-1996
us 6090795 A 18-07-2000
Us 6090795 A 18-07-2000 US £532144 A 02-07-1996
Al 5048090 A 24-08-1990
AU 5160390 A 24-08-1990
CA 2006964 Al 31-07-1990
4} Q008777 Al 09-08-1990
") 9008778 Al 09-08-1990
us £E714578 A 03-02-19938
US 6383782 B1 07-05-2002 AU 8453598 A 156—02-1999
EP 0998564 Al 10-05-2000
W 9905279 Al 04-02-1999

Fomrtias PCTAAA/S ¥ {Aring Paterfiseniin) (e 04
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GEBIE]l DES PATENTWESENS

Abseander INTERNATIONALE RECHERCHENBEHORDE

" | PCT

SCHRIFTLICHER BESCHEID DER
giahe Formuilar PCTASA/R20D INTERNATIONALEN
RECHERCHENBEHORDE

(Regel 43bis 1 PCT)

Absendedatum
{Taghonatiiahr) siehe Formular PCTASAZ10 (Blatt 2}

Akterzaichen das Anmuldars oder Anwalts

WEITERES VORGEHEN
siehe Farmular PCTASAZ220 siahe Punkt 2 untan
intemationales Aktwzeichen Intamaticnales Anmeldedatum (TagMonatlahr] | Prioriatsdatum (Taghdonailiahr) !
PCTEP2004003856 13 04 2004 02 05 2003

| Intsrnatonals PatortixassHixation {IPX)} oder nationals KlassHkation und IPK
CO7K1452 C12N15A8 A51K3BN 9, AB1PSO0

Anmalder B
BOEHRINGER INGELHEIM INTERNATIONAL GMBH

1 Diessr Bescheld enthdt Angaben zu folgenden Punkien

 FeldNr | Grundlage des Bescheids ,

O Fe Nt Il Proritht

™ FekiNr Il Kelne Ersteliung einas Gutachtena Gber Neuhelt erfirdensche Titigksit und gewsrbliche
Arwendbarkeait

O FeXd Nr IV Mangainde Einhatiichkelt der Erfindung

x

Fakd Nr V  Begrindats Feststellung nach Ragel 43bis 1(a)(l) hinsichtiich der Nauheit, dar arfindarischen Tatgkett
und der gewerblichen Arwandbarkelt, Urteriagen und ErklArungen zur Stittnung diesar Feststeliung

[J Feki Nr VI Bestimmts angefihrte Untarlagen

O Feikd Nr VIl Bestimme Minge! der Imternationasen Anmeidung

O Fekd Nr VIl Bestimmte Bemerkungen zur Imemationalen Anmeldung

2 WEITERES YORGEHEN

Wird aln Antrag auf Imtamationale voraufige Pnifung gestellt, so glit dissaer Bescheld als schriftikchsr Beschad der
mi dar imtermnetonalen vorlivfigan Prifung beauftragten Bahdrde (“IPEA ), dies trifft nicht zu, wenn der Anmelder
elne andere Baharde &le diese ala [PEA wihit und die gewdhite (PEA dem imernationate Biro nach Rege! 86 1bis b)
mitgetellt hat, daB schriftliche Bescheide diesar Intamationalen Recherchanbeharde nicht anarkannt werden

Wenn dieser Baschakd wie cban vorgesehan als schrifiicher Beached der IPEA glit, so wird dar Anmeider
aulgefordert bel der IPEA vor Ablaut von 3 Monaten ab dem Tag, an dem das Formblatt PCTASA/Z220 abgsesandt
wurde adar vor Ablauf von 22 Monatan ab dem Prorttitedatum ja nachdam, woalche Fnst spater ablauft, eina
schriffiche Steliungnahme und wo dies angaebracht ist, Anderungen elnzureichen

Waeitare Optonen alehs Formblatt PCTASAZ20

3 Nihera Einzathaltan skehe dia Anmerkungen zu Formblatt PCTASAZ220

t

|
Nama und Postanscivift der mit der Itamebanaen Bevolmachtgter Bed|enyinter 1
Recherchanbshdrde f/”\ \
Europaisches Prientamrt P B 5818 Pateriaan 2 |
NL-2280 HV Rlrwik Pays Bas Schmdt, Haraid { _0)) i
Tel +31 70340 2040 Tx 31 851 aponi . |
Fax +3170340 3016 Tal 437 70 340-4023 S—a
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SCHRIFTLICHER BESCHEID DER intemationales Aktenzeichen
INTERNATIONALEN RECHERCHEBEHORDE PCTEP2004003856

Feld Nr I Grundlage des Beschalds

Hinsichtich der Sprache ist der Bescheid aut der Grundlaga der intemationalen Anmaldung in der Sprache
ersteit worden, in der sle engsrelcht wurde sofam unter diesem Punkt nichts anderes angageben ist

0  Der Bescheld ist aut der Grundiage einer Ubersetzung aus der Onginalsprache in die folgends Sprache
erstallt worden, ba: der es sxch um dwe Sprache der Ubersetzung hande!, die fir dwe Zwecke der
internationalen Recherche engereicht warden 1st (gamaB Regeln 123 und 23 1 b))

Hinslchtlich der Nucleotid- und/oder Aminosuresequenz, die in der intemationaten Anmeldung offenban

wurde und flir dre beanspruchte Ertindung erfordariich ist, 1st dar Bascheid auf folgander Grundlage ersteitt
wordsn

a Arn des Matenals
0 Sequenzprotckol
[J Tabella(n) zum Sequanzprotokoli
b Form des Matenaks
O i schnfthcher Form
O in computeresbarsr Form
¢ Zeftpunkt der Enrexhung
OO n der eingererchtan internatonalen Anmelkdung enthalten
O zusammen mit der intamatonaken Anmeldung in computeriesharer Form engereicht
L] berder Behdrde nachtraglich fir die Zwacke der Recherche eingsrsicht
0  Wurden mehr als sine Version oder Kopie aines Sequenzprotakolls undbder ener dazugehdngen Tabelle
aingerexht, so sind zugatziich ds erforderichen Erkldrungen, dafl dwe Informaton in den nachgeraichten

oder zusdtzichen Kopren mit der Informaton in der Anmeldung In der eingereichtan Fassung uberainshmmt
bzw nicht Ober sie hinausgeht, vorgelegt worden

Zusatzliche Bamarkungen

Cmrmminaw DATIOCAIIT f lan - w0\
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SCHRIFTLICHER BESCHEID DER Intermationalas Aktanzexchan
INTERNATIONALEN RECHERCHEBEHORDE PCTEP2004003856

Feld Nr Il Kelne Erstellung eines Gutechtens (iber Neuhsht, erfinderische Tatigkett und gewerbliche
Anwendbarkelt

Foigende Teile der Anmeldung wurden nicht daraufhin gepridft, ob dre beanspructte Erfindung als neu auf
erfindanscher Tahgker beruhend (nicht oftensichtiich) und gawarblich anwendbar anzusehen ist

O dis gesamis intemationale Anmeldung

B Anspriiche Nr 13 15 (hinsichtlich der gewerblichen Anwendbarkert)

Begrindung

B Dwie gesamte intemationale Anmalkdung, bzw die obangenannten Anspriche Nr  13-15 (hingichtlich der

gewarbhchen Anwendbarkeit) bezwhen sich auf den nachstehendsn Gegenstand, fiir den keine
internationate vorauhige Pritung durchgetihrt werdan braucht (genaue Angaben)

slehe Belblatt

O Dre Baschreibung, dia Anspriche oder die Zexchnungen {machen Sie bitte nachstehend genaue Angaben)
oder dle obengenanntan Anspriiche Nr  sind so unklar, daB kein sinnvolies Gutachten erstelit werden
konne (genaue Angaben)

(0 Die Angpriiche bzw dio obengenanntan Ansprixche Nr sind so unzuraichend durch die Beschreibung
gestitzt, daB kein sinnvolles Gutachten erstallt werden konmnte

{0 fir die gesamte Anmekiung oder fir dwe cbengensannten Anspriche Nr wurde kein internationater
Recherchenbencht erstalit

O Das Nucleotd undbder Aminosduresequenzprotokall entspncht nicht dem in Anhang C zu den
Verwaltungsvarschriften vorgeschnebensn Standard, well

dia schnfthche Form U nicht eingereicht wurde
T nicht dem Standard entspncht
dia computeriesbare Form O nicht eingeraicht wurda

0 nmcht dem Standard entspricht

0O Die Tapellen zum Nucleotrd- undidar Aminosauresequenzprotokoll, sofam s nur (n computeriesbarer

Farm voriegen, antsprechen nicht den in Anhang C-bis zu den Verwaltungsvarschriften vorgeachnebenen
tachnizchan Anforderungen

O Sishe Bablatt 1ir weltars Angaben

Frembiort DETIDCAI2TT { L e WAL



SCHRIFTLICHER BESCHEID DER

INTERNATIONALEN RECHERCHEBEHORDE

(03

Intamatbonales Aktenzsichan
PCTEP20040038B56

Feld Nr V Begrindete Feststellung nach Regel 43bis 1{a){l) hinsichtlich der Neuhsit, der
erfinderischen Tatigkelt und der gewerblichen Anwendbarkeit, Unterlagen und Erklarungen zur

Statzung dieser Fesistéliung
1 Feststellung

Neuheit Ja  Angpriiche 1438
Nein Anspruche 5-8,12 15

Erfindansche Tatigkeit Ja Ansgpniche 14
Nain Anspricha 5-15

Gewerbliche Anwendbarkert Ja  Angpriche 112
Nein Anspruche

2 Untedagen und Erklarungen
slehe Belblatt

Ervrenipgt DTIADSAID2T { laa -~ VAN
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SCHRIFTLICHER BESCHEID Internatronaies Aktanzelchen

DER INTERNATIONALEN
RECHERCHEBEHQRDE (BEIBLATT) PCT/EP2004/003856

Zu Punkt

Kelne Erstellung eines Gutachtens liber Neuhelt, erfinderische Tatigkeit und
gewerblicha Anwendbarkeit

Die Anspruche 13 bis 15 beziehen sich auf emen Gegenstand, der nach Auffassung
dieser Behorde unter die Regel 67 1 (v} PCT faltt Daher wird Ober dia gewarbiiche

Anwendbarkeit des Gegenstands dieser Anspriche keln Gutachten ersteltt {Artike!
34(4) a) (i) PCT)

ZuPunkty
Begrundete Feststellung hinsichtlich der Neuhelt, der erfinderischen Tatigkert

und der gewerblichen Anwendbarkeilt, Unteriagen und Erkldrungen zur Stltzung
dieser Feststellung

Es wird auf die folgenden Dokumente verwiasen

D1 US5714578 A (APPELLA ETTORE ET AL) 3 Februar 1998 (1998-02-03) in der
Anmeldung erwahnt

D2 VAN COILLIE E ET AL “"Functional Compansion of Two Human Monocyte
Chemotactic Protein-2 Isoforms, Role of the Amino-Terminal Pyroglutamic Acid and
Processing by CD26/Dipeptidyl Peptidase V" BIOCHEMISTRY, Bd 37, 1998, Serten
12672-12680, XP002253472 1n der Anmeidung erwahnt

D3 VOSKUIL M ET AL. "Modulation of collateral artery growth in a porcine hindlimb
lgation model using MCP-1" AMERICAN JOURNAL OF PH¥SIOLOGY, Bd 284, Nr
2(2), Apnl 2003 (2003-04), Sertan H1422-H1428, XP0O0B021581

Neuhell

Das Dokument D1 offenbart pharmazeutische Zubereitungen, die rekombinant
hergestelttes pyroGlu-MCP-1 enthalten und Verfahren zur therapautischen
Behandlung, in danen pyroGlu-MCP-1 varabreicht wird {siehe Seiten 25,26 und
Anspriche 1 und 2, sowe die Beisplele)

Da davon ausgegangen wird, dass sich die pyroGlu-MCP-1-Zubereitungen aus D1 nicht

Formbiatt PCT/Balbiatt237 (Biatt 1) (EPA~Januar 2004)
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SCHRIFTLICHER BESCHEID internationales Aktanzaichen
DER INTERNATIONALEN
RECHERCHEBEHORDE (BEIBLATT) PCT/EP2004/003856

von denen der vorlegenden Anmeldung unterscheiden, 1st der Gegenstand der
Anspriche 5-8 und 10-15 nicht neu im Sinne des Artikeis 33{2) PCT

Erfinderlsche Tatigkelt

Das Dokument D1 wird als nachster Stand der Technlk fir den Gegenstand der
Anspriche 1 bis 4 angesahen und offenbart ein Verfahren zur Herstellung von
rekombinantem pyroGlu-MCP-1, das ais die biologisch aktive Form bekannt st

Es wrd hinsichtich des rekombinanten pyroGiu-MCP-1 nicht angegeben, unter weaichen
Temperatur- oder Puffarbedingungen gearbertet wird

Der Gegenstand der Anspriiche 1 bis 4 unterscheidet sich dadurch, dass die Inkubation
bei einer Temperatur im Bereich von 30° bis 80°C in einem salzhaltigen Puffer in einem
pH-Bereich von 2,0 his 7,5 erfoigt

Das durch die Anspriche 1 bis 4 zu |6sende Problem wird dann gesehen, ein
verbessertes Verfahren zur Herstellung von MCP-1-Zubereitungen {(d h Zubsrertungen
mit ainem hohen Gehalt an pyroGlu-MCP-1) zur Verflgung zu stellen

Die L&sung besteht dann, die Inkubation bel ainer erhghten Temperatur bei eimen pH-
Waert von 2,0 bis 7,5 durchzufihren, um Gin-1 zu zykhsieren

Eine &hniiche Lasung wird in dem Dokument D2 fir MCP-2 vorgeschlagen, das bei
37°C und einem pH-Wert von 8,0 inkubiert wird, um Gin-1 zu zykhsieren und damt die
chemotaktische Aktwitdt zu induzieren (siehe Seite 12673 und Serte 12674, links
Spalte)

Far den Fachmann ist es allerdings nicht offensichtich, auch MCP-1 ber erhdhten
Temperaturen und In einem niedngen pH-Berelich von 2,0 bls 7,5 zu inkubleren, um
biologisch aktives pyroGlu-MCP-1 zu srhalten

Daher wird dem Gegenstand der Anspriche 1 bis 4 eine erfindensche Tatigkert nach
Artkel 33(3) zugesprochen

Das Dokument D3 wird als nachster Stand der Technik fir den Gegenstand des
Anspruches 9 angesehen und offenbart die Verwendung von MGP-1 1n der Behandlung
von Gefassverschlusskrankherten (sishe Zusammanfassung)

Da beispielsweise aus D1 bekannt 1st, dass pyroGlu-MCP-1 die biologisch aktive
Substanz ist, Ist es f0r den Fachmann offensichtiich, die Verbindung zu verwenden, um
das Problem zu idsen

Daher 1st der Gegenstand des Anspruches 9 nicht erfindensch im Sinne des Artikels
33(3) PCT

Formbistt PCT/Beibatt237 (Bat 2) (EPA-Januar 2004)
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SCHRIFTLICHER BESCHEID Intarnationales Aktenzewchen
DER INTERNATIONALEN

RECHERCHEBEH ~RDE (BEIBLATT) PCT/EP2004/003856

Gewarbliche Anwendbarkelt

Far die Beurtellung der Frage, ob die GegenstAnde der vorliegenden Anspriche 13 bis
15 gewerblich anwendbar sind, gibt es in den PCT-Vertragsstaaten keine einheitiichen
Knterien Drie Patentierbarkeit kann auch von der Formulierung der Anspruche
abhangen Das EPA beispielsweise serkennt den Gegenstand von Anspruchen, die auf
die medizinische Anwendung einer Vertindung gerichtet sind, nicht als gewerblich
anwendbar an, es kdonnen jedoch Anspruchs zugelassen warden, die auf eine bekannte
Verbindung zur erstmaligen medizinischen Anwendung und die Verwandung einer
soichen Verbindung zur Herstellung einas Arzneimrttels fur eine neue medizinische
Anwendung genchtet sind

Formblatt PCT/Balbiatv237 (Blatt 3) (EPA-Januar 2004)
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