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TRADUCCION OFICIAL No. 04-210

Efectuada el dia 17 de mayo de 2004, de un documento escrito
en Inglés, al cual para su identificacién se le estampa el
sello de Sergio Andrés Rueda Iglesias, Traductor e Intérprete
Oficial por Resolucidén No. 0138 del 11 de febrero de 2002
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. L. . v
expedida por el Ministeric de Justicia de la Republica de

Colombia.

Traduccién Oficial de las autenticaciones notariales vy
subsiguientes correspondientes a un Poder otorgado por
Pharmacia Corporation a Carles R. Olarte, y/o James Ian
Raisbeck y/o Ana Maria Frieri, documento este gue viene en
espafiol y se explica por si solo.

(Fdo.) Grover F. Fuller Jr, Abogado Autorizado

La firma y cargoc de Grover F. Fuller Jr. fueron debidamente
certificados por el Notario Publico Petrina Thompson el
4/30/05, quien estampo su firmaz y sello notarial al respaldo.
APOSTILLA
(Convencién de La Haya del 5 de octubre de 1961)
1. Pais: Distrito de Columbia - Estados Unidos de América

El presente documento publico

2. Fue firmado por Petrina Thompson
3. Que actud en su calidad de Notario Publico del Dastrito
de Columbia

4. Lleva el sello del Distrito de Columbaa. ~J~
SERGIO ANDRES AUEDA |GLESIAS

c ¢ an2.773
TRADUCTOR E ‘NTERPRETE OFI

CIAL

NOL - NGLESII.‘IGLES-ESPANOL
o lNo 0136 DE FEBRERO 11,2002

RESOLUCION
MINISTERIO DE

JUSTIGIA Y DEL DRRECHD



Se certificé:
5. En Washington, D.C.
6. El 30 de abril de 2004
7. Por parte del Secretario del Distritc de Columbia
8. Bajo el Numero 125758
9. Aparece Sello del Distrito de Cclumbia
10. Firmado por Sherryl H. Newman, Secretario Distrito de

Columbia

Es traduccién fiel y completa efectuada por:

\“ ; ESIAS
Sergio Andrés Rueda Iglesias SEREIO A(ED,?EE-.R?E?TAJ IGLES
C.C.80.424.773 de Bogota TRADUCTOR E IN"ECRFRETE OFICIAL

ESPANOL - INGLES 7 IN73_ES - ESPANOL
RESOLUCION No 0138 DEFEBRERO 11,2002
MINISTERIO DE JUSTICIA Y DEL DERECHO



APOSTILLE

(Convention de La Haye du 5 octobre 1961)

Distnct of Columbia
United States of America PETRINA THOMPSON

This public document has been s:gned*b

achng 1n the capacity of

PETRINA THOMPSON, NOTARY PUBLIC IN AND FOR THE

DISTRICT OF COLUMBIA
bears the seal/stamp of

CERTIFIED

at Washingion, D. C.
the 30 day of APRIL 2004

by _Secretary of the Distnict of Columbia

No. 1257158

10. Signature

SHERR H. NEWMAN
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OLARTE RAISBECK & FRIERI, LTDA.
LEGAL & PROFESSIONAL SERVICES

WORLD TRADE CENTER — TORRE C
CALLE 100 No BAB5 P1Iso 10
BogoTa, COLOMBIA
TELEPHONE +57-1 6386200
Fax +57-1 6386201

www.olarteraisbeck.com
Power of Attorney Poder
The undersigned, El suscnito,
PHARMACIA CORPORATION
domiciled i domuciliado en

700 Chesterfield Parkway West, Chesterfield, St. Louis,
MO 63017-1732, Estados Unidos de América.

by means of these presents hereby grants to Carlos
R. Olarte, James Ian Raisbeck and/or

Ana Marta Frieri full and sufficient Power of
Attorney to file, prosecute, obtain, defend and
enforce any and all of the company’s Patents,
Utility Models, Industrizl Designs and Obtainer’s
Certificates in the Repubhic of Colombia, to which
end it empowers them to take afl steps necessary
before any administrative or judicia] authority of any
class for the objects stated, to file petrhons, appeals,
replies and oppositions, pay taxes and annuities,
request teshmomes, receive documents and
secunties, abandon applications and collect refunds.
Sufficient power 15 hereby granted to receive
nohfications on behalf of the Company, to confer
powers on those who are to represent the company
judicially and extrajudicially, to answer mn court 1n
the matter of all claims and demands that may be
presented in connechion wath the objects stated,
giving them likewise power to substitute these
presents and revoke such substittions.

por medio del presente otorga a Carlos R.
Olarte, James Ian Raisbeck y/o Ana
Maria Frieri poder especial, ampho y
suficiente para presentar, tramitar, cbtener,
defender y hacer respetar todas y cualquiera de
Patentes, Modelos de Utilidad, Disefios
Industriales y Certificados de Obtentor de la
compaiila cn la Repiblica de Colombia, a cuyo
cfecto los faculta para dar todos los pasos
necesarios ante cualquier autoridad admimstrativa
o0 judicial de cralquier jerarquia para cumplir con
lo encomendado, elevar solicitudes, apelaciones,
respuestas y oposiciones, pagar immpuestos y
anuahidades, solicitar testimomios, recibir
documentos y valores, desistir y percibir. Se
concede poder bastante para recibir notificaciones
a nombre de la compafia, otorgar poderes a
quiencs vayan & representar a la compaiiia judicial
y extrajudicialmente, responder en juicio a todas
las reclamaciones o demandas que por motivo de
lo encomendado se presentaren, dindoles
asurmsmo facultad para susttuir el presente y
revocar dichas sustrtuciones

Signature/Firma: @7&% gﬂ% g .

Date/Fecha- 28 april 2004

City,Country/Ciudad Pais-

United State of Am@rica
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OLARTE RAISBECK & FRIERI, LTDA.
LeGAL & PROFESSIONAL SERVICES

WORLD TRADE CENTER — TORRE C
CalLLE 100 No 8A55PIs0o 10
BoGOTA, COLOMBIA
TELEPHONE' +57-1 6386200
Fax' +57-1 6386201

www.olarteraisback.com
Notarial Certification Certificacién Notarial

On thus date, En esta fecha,
The undersigned Notary Public certifies el Notano Pibhico suscrito certifica
1. That 1 Que

Grover F, Fuller Jr.
of legal age and domiciled mayor de edad y dormcihado

150 East 42™ Street, New York, NY 10017, U.S.A.

signed the foregomng document suscribid el documento que antecede
2 That the grantor has exccuted the foregoing 2. Que cl otorgante ha suscrito el refendo
document as Authorized Attomey documento en su cardcter de
of Pharmacia Corporation. de
3 That Pharmacia Corporation, 4. Que
having its pnnclpal place of business located m con sede primcipal ubicada en

St. Louis, Missoun, U.S.A.

15 duly mcorporated, is currently 1n existence, and  esti legalmente constituida, que tiene existencia
that the purposes for which the Power of Attomey1s  legal vigente y que los propdsitos para los cuales
pranted are within the scope of its corporate  se otorga el poder se encuenira dentro de los que
purposes. comprenden su objeto social.

4, That the grantor has the authonty to execute the 4. Que ¢l oforgante tiene la representacidn para
Power of Attorney and that lus/her representation is  suscribir el poder, y que ésta es legitima.
legal.

5. The foundation for my certifications contained m 5. El fundamento de mis certificaciones

pomts 2, 3 and 4 was the exhibition of the followmg  contemdas en los puntos 2, 3 y 4 fue la exlubicién

authenhc ‘docurnent(s)Corporate by laws delos {del) S:E.uente(s) documento(s) auténtico(s)
itucidn y minutas

and Mimites authorizing representation of
Mr. Grover Fuller, mm:arﬂo]nremmtad.&:delSr

NOTARY PUBLIC (Signature): %E; z/“& ﬁ
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OLARTE RAISBECK & FRIERI, LTDA.
LEGAL & PROFESSIONAL SERVICES

WORLD TRADE CENTER — TORREC
CALLE 100 No 8A-55Piso 10
BoGoTA, COLOMBIA
TELEPHONE, +57-1 6386200
FaX. +57-1 6386201

www olarteraisbeck com

INSTRUCTIONS FOR THE POWER OF ATTORNEY

FILLING OUT THE FORM CORRECTLY

1.

2.

The document has TWOQ (2) pages that must be filled out, the Power of Attorney itself
and the Notarial Certification that accompanies it.

Please substitute all of the text highlighted in yellow (and only that text) with the
appropriate information (or substitute it with a blank space if filled m by hand by the
person signing the document).

We do NOT need copies of the documents you will list in point 5 of the Notarial
Certification.

LEGALIZATION

The signature of the corporate official issuing the Power of Attomey should be
authenticated by means of a Notarial Certification as the one enclosed herewith. The
Notary’s signature should then be authenticated using one of the following two procedures:

1.
2,

the Apostille; or

if an Apostille is not available or convenient, follow the normal chain of authentication
leading to the legalization of the document by the Colombian Consul (the normal chain
is that the Notary’s signature is authenticated by the Country Clerk; sometimes the
Consul legalizes the signature of the Clerk; other times the clerk’s signature will first
have to be legalized by the Secretary of the respective State).

Please do not hesitate to contact us by telephone or e-mail (filings(@olarteraisbeck.com)
should you have any questions.
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PATENT COOPERATION TREATY PCT/IB2005(00017

From the INTERNATIONAL BUREAU Q\OX

NOTMCAni(c:o'fCERMNG " HECE I VE D

TRANSMITTAL OF COPY OF INTERNATIONAL FULLER, Grover, F., Jr.

; Pfizer Inc.
APPLICATION AS PUBLISHED OR REPUBLISHED Phizer Inc. 7 SEp 1 2 2005

St. Louis, MO 83006

ETATS-UNIS D'AMERIQ
%L&Teﬁ!p
Wﬂh}
Date of mailing {day/month/year)
01 September 2005 (01.09.2005)
Applicant's or agent's file reference
PC32152A IMPORTANT NOTICE
Intemational applicanon No. Inierational filing date {day/nonth/ear) Prionty date (day/month/year)
PCT/B2005/000171 24 January 2005 (24 01.2005) 04 February 2004 (04.02.2004)
Apphcant
PHARMACGIA CORPORATION et at

The.'nauona.l Burean transmits herewith the following documenis,

H copy of the intemational apphicauion as pubhished by the lmemaumn.l Bureau on 0} September 2005 (01 09.2005) under
No. WO 2005/079838

D copy of international application as republished by the Interational Bureau on under
No. WO
For an explanaton as to the reason for this republication of the international application, reference is made 10 INID codes (1 5), (48)
or (88) (as the case may be) on the front page of the atiached document

DATE !‘? 5
FOR
BY: Mediin Site: STH
AL ANED)
The Internansonal Bureau of WIPQ Authonzed officer Lo ? a Ir'.r,s
34, chenon des Colombeties . . A AU
1211 Geneve 20, Switzerland Idhir Britel .
Facsimile No.+41 22 740 14 35 Facsimile No.+41 22 338 70 60

)Form PCT/IB/311 (January 2004)
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{12) INTERNATIONAL APPLICATION PUBLISHED UNDER THE PATENT COOPERATION TREATY (PCT)

(19) World Intellectual Property
Organization
Intemauonal Bureau

(43) International Publication Date
1 September 2005 (01.09.2005)
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(10) International Publication Number

WO 2005/079838 Al

(51) Internationa) Patent Classification’ AGIK 38727

(21) International Application Number:
PCT/AB2005/000171

{22) International Filing Date: 24 January 2005 (24.01.2005)

(25) Flling Langueage: Enghish

{26) Publicatlon Language: English

(30) Prority Data:

10/771,895 4 February 2004 (04.02.2004) US

(71) Appikcant (for all designated Siates except US): PHAR-
MACIA CORPORATION {US/US], 700 Chesterfield
Parkway West, Chesterfield, MO 63017-1732 (US).

(72) Inventor; and

(75) Inventor/Applicant (for US only): FINN, Rory, K
[US/US], Pfizer Global Research and Development, 700
Chesterfield Parkway West, Chesterfield, MO 63017-1732
(US).

(74) Agents: FULLER, Grover, E, Jr. et al., Pfizer Inc, PO.
Box 1027, St. Lows, MO 63006 (US).

(81) Deslgnated Stales {unless otherwise indicated. for every
lund of nanonal protection available): AE, AG, AL, AM,
U, AZ, BA, BB, BG, BR,BW, BY, BZ, CA, CH, CN,
3 CU, CZ, DE, DK, DM, DZ, EC, EE, EG, ES, 1,
GB, 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, SY, T1,.T™M,
TN, TR, TT, TZ. UA, UG, US, UZ VC, VN, YU, ZA, ZM,

Zw.

(84) Designated Staies (unless otherwise indicated. for every
kind of regional protection available): ARIPO (BW, GH,
GM, KE, LS, MW, MZ, NA, SD, SL, SZ, TZ, UG, ZIM,
ZW), Burasian (AM, AZ, BY, KG, KZ, MD, RU, TJ, TM),
European (AT, BE, BG, CH, CY, CZ, DE, DX, EE, ES, F,
FR, GB, GR, HU, IE, IS, IT, LT, LU, MC, NL, PL, PT, RO,
SE, 51, SK, TR), OAPI(BF, B], CF, CG, C1, CM, GA, GN,
GQ, GW, ML, MR, NE, SN, TD, TG).

Published:

—  wuh international search report

—  before the expiration of the ume limu for mndmg the
claims and 1o be republished in the everu of receipr of
amendments

For rwo-letier codes and other abbreviations, refer to the “Guid-
ance Notes on Codes and Abbreviations” appeanng at the begin-
ming of each regular issue of the PCT Gazenie
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ethylene glycol butyraldehyde moiety to the N-terrmnal phenylalanine of the protein The chemically modified protemn acconding
to the present invention may have a much longer lastng hGH acuwvity than that of the un-modified hGH, enabling reduced dose
and scheduling opportumues The present invention also includes methods of use for the treatment and/or prevention of diseases or

disorders 1n wiach use of growth hormone 1s beneficial.
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N-TERNINALLY MONOPEGYLATED HUMAN GROWTH HORMONE
CONJUGATES, PROCESS FOR THEIR PREPARATION, AND METHODS OF
USE THEREOF

The present application claims priority to US application
N° 10/771895 filed February 04, 2004, which is
incorporated by reference in its entirety as if written

herein.

FIELD OF THE INVENTION

[001] The present invention relates to a chemical
modification, including PEGylation, of human Growth
Hormone (hGH) and agonist variants thereof by which the
chemical and/or physiological properties of hGH can be
changed. The PEGylated hGH may have an increased plasma
residency duration, decreased clearance rate, improved
stability, decreased antigenicity, decreased PEGylation
heterogeneity or a combination thereof. The present
invention also relates to processes for the modification
of hGH. In addition, the present invention relates to
pharmaceutical compositions comprising the modified hGH.
A further embodiment is the use of the modified hGH for
the treatment of growth and development disorders.

BACKGROUND OF THE INVENTION

[002] Human growth hormone (hGH) is a protein comprisging
a single chain of 191 amino acids cross-linked by two
disulphide bridges:and the monomeric form has a molecular
weight of 22 kDa. Human GH is secreted by the pituitary
gland and which also can be produced by recombinant
genetic engineering. hGH will cause growth in all bodily
tissues that are capable of growth. hGH plays an
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important role not only in promoting growth in the
growing phase in human beings but also in maintaining
normal body composition, anabolism, and lipid metaboliem
(K. Barneis. And U. Keller, Baillieres Clin. BEndocrinlo.
Metab. 10:337 (1996)).

[003] Recombinant hGH has been commercially available
for several years. Two types of therapeutically useful
recombinant hGH preparations are present on the market:
the authentic one, e.g. Genotropin™, or Nutropin™ and an
analogue with an additional methionine reeidue at the N-
terminal end, e.g. Somatonorm™. hGH is used to stimulate
linear growth in patients with hypo pituitary dwarfiem
alsoc referred to as Growth Hormone Deficiency (GHD) or
Turner's syndrome but other indications have also been
suggested including long-term treatment of growth failure
in children who were born short for gestational age
(sGa), for treatment of patients with Prader-willi
syndrome (PWS), chronic renal insufficiency (CRI), Aids
wasting, and Aging. Adult GH deficiency (aGHD) patients
have various problems, such as characteristic changes in
body composition including increase in fat mass, decrease
in lean body mass and extracellular fluid, and reduction
of bone mineral density, metabolic abnormalities of
lipids, and cardiovascular dysfunction. Many of those
problems are improved by hGH replacement therapy (J.
Verhelst J and R. Abs. Drugs.;62:2399 (2002).

[004) A major biological effect of growth hormone (GH)
is to promote growth in young mammals and maintenance of
tissues in older mammale. The organ systems affected
include the skeleton, connective tissue, muscles, and
viscera such as liver, intestine, and kidneys. Growth
hormones exert their effect through interaction with
specific receptors on the target cell's membrane. hGH is
a member of a family of homologous hormones that include
placental lactogens, prolactins, and other genetic and
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species variants or growth hormone (Nicoll, c._sﬂ, et al.
(1986) Endocrine Reviews 7: 169). hGH is unusual among
these in that it exhibits broad species specificity and
binds to either the cloned somatogenic {(Leung, D. W., et
al. [1987] Nature 230; 537) or prolactin receptor
(Boutin, J. M., et al. [1988] Cell; 53: 68). The cloned
gene for hGH has been expressed in a secreted form in
Escherichia coli (Chang, C. N., et al. [1987] Gene
55:189), and ite DNA and amino acid sequence has been
reported (Goeddel, et al. [1979) Nature 281: 544; Gray,
et al. [1985] Gene 39:247).

[005)] Human growth hormone (hGH) participates in much of
the regulation of normal human growth and development.
This pituitary hormone exhibits a multitude of bioclogical
effects including linear growth (somatogenesis),
lactation, activation of macrophages, insulin-like and
diabetogenic effects among others (Chawla, R, K. (1983)
Ann. Rev. Med. 34, 519; BEdwards, C. K. et al. (1988)
Science 239, 769%9; Thomer, M. 0., et al. (1988) J. Clin.
Invest. 81:745). Growth hormone deficiency in children
leads to dwarfism, which has been successfully-treated
for more than a decade by exogenous administration of
hGH.

[006] In adults, as well as in children, hGH maintains a
normal body composition by increasing nitrogen retention
and stimulation of skeletal muscle growth, and by
mobilization of body fat. Visceral adipose tissue is
particularly responsive to hGH. In addition to enhanced
lipolysis, hGH decreases the uptake of triglycerides into
body fat stores. Serum concentrations of IGP-I ({insulin-
like growth factor-I), and IGFBP3 (insulin-like growth
factor binding protein 3) are increased by hGH.

[607) Human growth hormone (hGH) is a eingle-chain
polypeptide consisting of 191 amine acide (molecular
weight 21,500). Disulfide bonds link positions 53 and 165

a4
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and positions 182 and 189. Niall, Nature, New Biology,
230:90 {1971). hGH is a potent anabolic agent, especially
due to retention of nitrogen, phosphorus, potasgsium, and
calcium. Treatment of hypophysectomized rats with GH can
restore. at least a portion of the growth rate of the
rats. Moore et al., Endocrinology 122:2920-2926 (1988).
Among its most striking effects in hypo pituitary (GH-
deficient) subjects is accelerated linear growth of bone-
growth-plate-~cartilage regulting in increased stature.
Kaplan, Growth Disorders in Children and Adolescents
{Springfield, IL: Charles C. Thomas, 1964).

[008] hGH causes a variety of physiologlcal and
metabolic effects in various animal models including
linear bone growth, lactation, activation of macrophages,
insulin-like and diabetogenic effects, and others (R. K.
Chawla et al., Annu. Rev. Med. 34:519 (1983); 0. G. P.
Isaksson et al., Annu. Rev. Physiol. 47, 483 (1985); C.
K. Edwards et al., Science 239, 769 (1988); M. 0. Thomer
and M. L. Vance, J. Clin. Invest. 82:745 (1988); J. P.
Hughes and H. G. Friesen, Ann. Rev. Physiol. 47:4695
(1985)). It has been reported that, especially in women
after menocpause, GH secretion declines with age. Millard
et al., Neurobiol. Aging, 11:229-235 (1990); Takahashi et
al., Neurcendocrinology M, L6- 137-142 (1987). See also
Rudman et al., J. Clin. Invest., 67:1361-1369 (1958l1) and
Blackman, Endocrinology and Aging, 16:981 (1987).
Moreover, a report exists that some of the manifestations
of aging, including decreased lean body mass, expansion
of adipose-tissue mass, and the thinning of the skin, can
be reduced by GH treatment three times a week. See, e.qg.,
Rudman et al., N. Eng. J. Med., 323:1-6 (1990) and the
accompanying article in the same journal issue by Dr.
Vance {(pp. 52-54). These biological effects derive from
the interaction between hGH and specific cellular

receptors. Two different human receptors have been
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cloned, the hGH liver receptor (D. W. Leung et al.,
Nature 330:537(1987)) and the human prolactin receptor

(J. M. Boutin et al., Mol. Endocrinology. 3:1455 (1989)).
However, there are likely to be others including the
human placental lactogen receptor (M. Freemark, M. Comer,
G. Komer, and S. Handwerger, Endocrinol. 120:1865

(1987)) . These homologous receptors contain a
glycosylated extracellular hormone binding domain, a
single transmembrane domain, and a cytoplasmic domain,
which differs considerably in sequence and size. One or
more receptors are assumed to play a determining role in
the physiological response to hGH.

[009] It is generally observed that physiologically
active proteins administered into a body can show their
pharmacological activity only for a short period of time
due to their high clearance rate in the body.
Furthermore, the relative hydrophobicity of these
proteins may limit their stability and/or solubility.
[0010) For the purpose of decreasing the clearance rate,
improving stability or abolishing antigenicity of
therapeutic proteins, some methods have been proposed
wherein the proteins are chemically modified with water-
soluble polymers. Chemical modification of this type may
block effectively a proteolytic enzyme from physical
contact with the protein backbone itself, thus preventing
degradation. Chemical attachment of certain water-soluble
polymers may effectively reduce renal clearance due to
increased hydrodynamic volume of the molecule. Additional
advantages include, under certain circumstances,
increasing the stability and circulation time of the
therapeutic protein, increasing solubility, and
decreasing immunogenicity. Poly(alkylene oxide), notably
poly (ethylene glycol) (PEG), is one such chemical moiety
that has been used in the preparation of therapeutic
protein products {the verb "pegylate" meaning to attach

7
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at least one PEG molecule). The attachment of
poly(ethylene glycol) has been shown to protect against
proteolysis, Sada, et al., J. Fermentation Bioengineering
71: 137-139 (1991), and methods for attachment of certain
poly(ethylene glycol) moieties are available. See U.S.
Pat. No. 4,179,337, Davis et al., "Non-Immunogenic
Polypeptides, " issued Dec. 18, 1979; and U.S. Pat. No.
4,002,531, Royer, "Modifying Enzymes with Polyethylene
Glycol and Product Produced Thereby,” issued Jan. 11,
1977. For a review, see Abuchowski et al., in Enzymea as
Drugs. (J. S. Holcerberg and J. Roberts, eds. Pp. 367-383
(1981}).

[0011] Other water-soluble polymers have been used, such

as copolymers of ethylene glycol/propylene glycel,
carboxymethylcellulose, dextran, poly(vinyl alcohol),
poly(vinyl pyrrolidone), poly(-1,3-dioxolane), poly(-
1,3,6-trioxane), ethylene/maleic anhydride copolymer,
poly- amino acids (either homopolymers or random
copolymers) .

[0012] A number of examples of pegylated therapeutic
proteins have been described. ADAGEN®, a pegylated
formulation of adenosine deaminase, is approved for
treating severe combined immunodeficiency disease.
ONCASPAR®, a pegylated L-asparaginase has been approved
for treating hypersensitive ALL patients. Pegylated
superoxide dismutase has been in clinical trials for
treating head injury. Pegylated a-interferon (U.S.
5,738,846, 5,382,657) has been approved for treating
hepatitis; pegylated glucocerebrosidase and pegylated
hemoglobin are reported to have been in preclinical
testing. Another example is pegylated IL-6, EF 0 442 724,
entitled, "Modified hIL-6," which discloses poly(ethylene
glycol) molecules added to IL-6.
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[0013] Another specific therapeutic protein, which has
been chemically modified, is granulocyte colony
stimulating factor, (G-CSF). é-CSF induces the rapid
proliferation and release of neutrophilic granulocytes to
the blood stream, and therxeby provides therapeutic effect
in fighting infection. Eurcpean patent publication EP 0
401 384, published Dec. 12, 1990, entitled, "Chemically
Modified Granulocyte Colony Stimulating Factor,"
describes materials and methods for preparing G-CSF to
which poly(ethylene glyccol) meolecules are attached.
Modified G-CSF and analogs thereof are also reported in
EP 0 473 268, published Mar. 4, 1992, entitled
"Continuous Release Pharmaceutical Compositions
Comprising a Polypeptide Covalently Conjugated To A Water
Soluble Polymer," stating the use of various G-CSF and
derivatives covalently conjugated to a water soluble
particle polymer, such ae poly(ethylene glycol). A
modified polypeptide having human granulocyte colony
stimulating factor activity is reported in EP 0 335 423
published Oct. 4, 1989. Provided in U.S. 5,824,784 are
methode for N-terminally modifying proteins or analogs
thereof, and resultant compositions, including novel N-
terminally chemically modified G-~CSF compositions. U.S.
5,824,778 discloses chemically modified G-CSF.

[0014] For poly({ethylene glycol), a variety of means have
been used to attach the poly{ethylene glycol) molecules
to the protein. Generally, poly(ethylene glycol)
molecules are connected to the protein via a reactive
group found on the protein.

[0015] Amino groups, such as those on lysine residues or
at the N-terminus, are convenient for such attachment.
For example, Royer (U.S. Pat. No. 4,002,531, above)
states that reductive alkylation was used for attachment
of poly(ethylene glycol) molecules to an enzyme. Chamow
et al., Bioconjugate Chem. 5: 133-140 (1994) report the
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modification of CD4 immunoadhesin with
monomethoxypoly{(ethylene glycol) aldehyde via reductive
alkylation. The authors report that 50% of the CD4-Ig was
MePEG-modified under conditions allowing control over the
extent of pegylation. Id. at page 137. The authors also
report that the in vitro binding capability of the
modified CD4-Ig (to the protein gp 120} decreased at a
rate correlated to the extent of MePEGylation Ibid. U.S.
Pat. No. 4,904,584, Shaw, issued Feb. 27, 1990, relates
to the modification of the number of lysine residues in
proteins for the attachment of poly(ethylene glycel)
molecules via reactive amine groups.

[0016] WO 93/00109 relates to a method for stimulating a
mammal‘s or avian’'s GH responsive tissues comprising,
maintaining a continuous, effective plasma GH
concentration for a period of 3 or more days. One way of
achieving such plasma concentration is stated to be by
use of GH coupled to a macromolecular substance such as
PEG (polyethylene glycol). The coupling to a
macromolecular substance is stated to result in improved
half-life. PEGylated human growth hormone has been
reported in WO 93/00109 using mPEG aldehyde-5000 and mPEG
N-hydroxysuccinmidyl ester (mPEG-NHS-5000). The use of
mPEG-NHE resulted in heterogeneous mixtures of multiply
PEGylated forms of hGH. WO 93/00109 also discloses the
use of mPEG-maleimide to PEGylate cysteine hGH variants.
[0017] WO 99/03887 diecloses a cysteine variant growth
hormene that is PEGylated. Designated as BT-005, this
conjugate is purported to be more effective at
stimulating weight gain in growth hormone deficient rats
and to have a longer half-life than hGH.

[0018] PEGylated human growth hormone has also been
reported in Clark et al. using succinimidyl ester of
carboxymethylated PEG (Journal of Biological Chemistry
271:21969-21977, 1996). Clark et al. describes derivates
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of hGH of increasing size using mPEG-NHS-5000, which
selectively conjugates to primary amines. Increasing
levels of PEG modification reduced the affinity for its
receptor and increased the ECs; in a cell-based assay up
to 1500 fold. Olson et al., Polymer Preprints 38:568-
569, 1997 discloses the use of N-hydroxysuccinimide

{NHS) PEG and succinimidyl propionate (SPA)PEG to achieve
multiply PEGylated hGH species.

f0019] WO 94/20069 prophetically discloses PEGylated hGH
as part of a formulation for pulmonary delivery.

{00207 US 4,179,337 discloses methods of PEGylating
enzymes and hormones to obtain physioclogically active
non-immunogenic, water-soluble polypeptide conjugates. GH
is mentioned as one example of a hormone to be PEGylated.
[0021) EP 458064 A2 discloses PEGylation of introduced or
naturally present cysteine residues in somatotropin. EP
458064 A2 further mentions the incorporation of two
cysteine residues in a loop termed the omega loop stated
to be located at residues 102-112 in wild type bovine
somatotropin, more specifically EP 458064 A2 discloses
the substitution of residues numbered 102 and 112 of
bovine somatotropin from Ser to Cye and Tyr to Cys,
respectively.

[0022] WO 95/11987 suggests attachment of PEG to the thio
group of a cysteine residue.being either present in the
parent molecule or introduced by site directed
mutagenesis. WO 95/11987 relates to PEGylation of
protease nexin-1l, however PEGylation in general of hGH
and other proteins is suggested as well.

[0023] WO 959/03887 discloses, e.g., growth hormone
modified by insertion of additional cys 25 serine
residues and attachment of PEG to the introduced cysteine
residues.

[0024] WO 00/42175 relates to a method for making

proteins containing free cysteine residues for attachment

k



WO 2005/079838 PCT/1B2005/000171

of PEG. WO 00/42175 discloses the following muteins of
hGH: T3C, S144C and T148C and the cysteine PEGylation
thereof. .

[0025] WO 97/11178 (as well as US 5849535, US 6004931,
and US 6022711) relates to the use of GH variants as
agonists or antagonists of hGH. WO 97/11178 also
discloses PEGylation of hGH, including lysine PEGylation
and the introduction or replacement of lysine {(e.g. K168A
and kl?ZR). WO 9711178 also discloses the substitution
G120K.

[0026] WO 03/044056 discloses a variety of PEGylated hGH
species including a branched 40K PEG aldehyde hGH
conjugate..

[0027) The previous reports of PEGylated hGH require the
attachment of multiple PEGs, which results in undesirable
product heterogeneity, to achieve a hydrodynamic volume
greater than the 70K molecular weight cut-off of the
kidney filtration as described (Knauf, M.J. et al, J.
Biol. Chem. 263:15064-15070,1988).

[0028] Currently administration of rhGH is daily for a
long period of time, and therefore a less frequent
administration would be highly desirable. A hGH molecule
with a longer circulation half-life would decrease the
number of necessary administrationse and potentially
provide more optimal therapeutic hGH levels with
concomitant enhanced therapeutic effect.

[0029] Despite a number of attempte to PEGylate hGH,
there is still an unmeet need for a PEGylated hGH
molecule with the appropriate propertiea to be a viable
commercial product. The present invention provides PEG-
hGH conjugates having a single PEG attached predominately
at the N-terminal phenylalanine of hGH, which provides
advantages over other PEG-hGH conjugates. The attachment
of multiple low molecular weight (5Kd) PEGs at a- or e-
amino pites (N-terminus and nin 1lysines in hGH) using

10
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mPEG aldehyde-5000 or mPEG N-hydroxysuccinmidyl ester
(mPEG-NHS-5000) has been described in WO 93/00109, Clark
et al. (Journal of Biological Chemistry 271:21969-21977,
1996, and Olson et al. (Polymer Preprints 38:568-569,
1997) . This results in a heterogeneous population. As an
illustration hGH with nine lysines may have scme
molecules having ten PEGs attached, some with nine, some
with eight, some with seven, some with six, some with
five, some with four, some with three, some with two,
some with one and some with zero. And, among the
melecules with several, the PEG may not be attached at
the same location on different moleculea. This resulting
heterogeneity is disadvantageous when developing a
therapeutic product making conjugation, purification, and
characterization difficult, costly, and highly
irreproducible. Another approach (WO 00/42175) has been
to use hGH variants containing free cysteine residues for
attachment of PEG. However, this approach can lead to
incorrectly folded protein having incorrectly paired
disulfide bonde and resulting in a heterogeneous
PEGylated product that has the PEG attached at some or
all of the cysteines. Having multiple PEGs attached to
multiple sites may lead to molecules that have less
stable bounds between the PEG and the various sites,
which can become dissociated at different rates. This
makes it difficult to accurately predict the
pharmacokinetics of the product resulting in inaccurate °
dosing. A heterogeneous product alsc posses unwanted
problems in obtaining regulatory approval for the
therapeutic product.

[0030] Therefore, it would be deairable to have a
PEGylated hGH meclecule that has a single PEG attached at
a single site. The present invention addresses this need

in a number of ways.
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SUMMARY OF THE INVENTION

[06031] The present invention relates to chemically
modified hGH and agonist variants thereof, which have at
least one improved chemical or physioclogical property
selected from but not limited to decreased clearance
rate, increased plasma residency duration, increased
stability, improved solubility, and decreased
antigenicity. Thus, as described below in more. detail,
the present invention has a number of aspects relating to
chemically modifying polypeptides including but not
limited to hGH and agonist variants thereof as well as
specific modifications using a poly(ethylene glycol)
butyraldehyde moiety.

[0032] The present invention also relates to methods of
producing the chemically modified hGH and agonist
variants thereof. Particularly, the present invent
relates to a method of producing a chemically modified
hGH using butyraldehyde, which results in greatexr N-
terminal selectivity of attachment.

[0033] The present invention also relates to compositions
comprising the chemically modified hGH and agonist
variante thereof, alone or in combination with another
therapeutic agent.

[0034) The present invention also relates to the use of
the chemically modified hGH and agonist variants thereof
of the present invention, alone or in combination with
another therapeutic agent, in the prevention and/or
treatment of disorders and/or diseases in which GH

treatment is useful.

12
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BRIEF DESCRIPTION OF THE DRAWINGS

[0035] Figure 1 is a HPLC tracing of tryptic wap analysis
of the reaction of hGH and 40K branched butyrylaldehyde
hGH or 40K branched aldehyde hGH. The top panel is the
tryptic map of 40K Branched butyraldehyde hGH. The
middle panel is the tryptic map of 40K Branched aldehyde
hGH. The bottom panel is the tryptic map of unPEGylated
hGH. T1 is the N-terminal tryptic fragment.

[0036) Figure 2 shows the amino acid sequence of human
growth hormone (SEQ ID NO:1).

[0037] Figure 3 shows 40K Branched butyraldehyde hGH
efficacy in Rat Weight Gain Assay. Hypophysectomized
female Sprague-Dawley rats were purchased at the age of
4-5 weeks (100-125 g) from Harlan Labse. Upon entering
the animal facilities, the animals were maintained at a
constant room temperature of 80°F and weighed daily for
4-10 days in order to establish basal growth rates.
Starting at day 0, rats (~100g) in control groups then
received one daily subcutaneous injection of -~0.3 mg/kg
hGH (solid circles), or PBS (open circles), for eleven
consecutive days. The 40K Branched butyraldehyde hGH
test group. {solid squares) received single doses of 1.8
mg/kg of PHA-794428 on days 0 and 6. There were 8-10
animals per group. Average growth +/- SEM is plotted.
[0038] Figure 4. shows the Dose-Responsive Growth
Promoting Effects of 40K Branched butyraldehyde hGH in
Rata. This efficacy study was performed in a manner
gimilar to that described in Figure 3 except that a
varied single dose of 40K Branched butyraldehyde hGH was
administered (day 0, only) and the study ran for 6 days.
Control groups received once-daily injections of either
0.3 mg/kg hGH (solid circles), or PBS vehicle (open
circles) for six consecutive days. 40K Branched
butyraldehyde hGH was dosed at 1.8 mg/kg (solid squares),

13
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0.6 mg/kg {(open squares), 0.2 mg/kg (solid triangles) or
0.067 mg/kg (open triangles). There were 8 animals per
group.

[0039] Figure 5 shows tibial growth in response to 40K
Branched butyraldehyde hGH. Hypophysectomized rats were
treated as described in Figure 3. At day 11 animals were
sacrificed, left tibias were removed and X-rayed and bone
lengths were measured ueing a caliper. Average length
+/- SEM is plotted. Asterisks denote significant
differences from control group (p<0.05).

[0040] Figure 6 shows plasma IGF-1 levels for six-day
efficacy study. Animals were treated as described Figure
4. Blood samples were taken at the various times and the
serum IGF-1 levels determined by ELISA. Plotted are

averages +/- SEM.

DETAILED DESCRIPTION

[0041] hGH and agonist variants thereof are members of a
family of recombinant proteins, described in US 4,658,021
{methionyl human growth hormone - Met-1-191 hGH) and US
5,633,352. Their recombinant production and methods of
use are detailed in US 4,342,832, 4,601,580; US
4,898,830; US 5,424,199; and US 5,795,745.

[0042] Any purified and isolated hGH or agonist variant
thereof, which is produced by host cells such as E. coli
and animal cells transformed or transfected by using
recombinant genetic techniques, may be used in the
present invention. Additional hGH variants are described
in US 6,143,523 and WO 92/096%0 published Jun. 11, 1992.
Among them, hGH or agonist variant thereof, which is
produced by the transformed E. coli, is particularly
preferable. Such hGH or agonist variant thereof may be
obtained in large quantities with high purity and
homogeneity. For example, the above hGH or agonist

14
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variant thereof may be prepared according to a method
disclosed in US 4,342,832, 4,601,980; US 4,898,830; US
5,424,199; and US 5,795,745. The term "substantially has
the following amino acid sequence" means that the above
amino acid sequence may include one or more amino-acid
changes (deletion, addition, insertion or replacement) as
long as such changes will not cause any disadvantageous
non~similarity in function to hGH or agonist variant
thereof. It is more preferable to use the hGH or agonist
variant thereof substantially having an amino acid
sequence, in which at least one lysine, aspartic acid,
glutamic acid, unpaired cysteine residue, a free N-
terminal o-amino group or a free C-terminal carboxyl
group, is included.

[0043] The term “hGH polypeptide or hGH protein”, when
used herein, encompasses all hGH polypeptides, preferably

from mammalian species, more preferably from human and
murine species, as well as their variants, analogs,
orthoclogs, homologs, and derivatives, and fragments
thereof that are characterized by promoting growth in the
growing phase and in maintaining normal body composition,
anabolism, and lipid metabolism. Preferably, the term
"hGH polypeptide or protein” refers to the hGH
polypeptide of SEQ ID NO:1 as well as its variants,
homologs and derxivatives exhibiting essentially the same
bioclogical activity (promoting growth in the growing
phase and in maintaining normal body composition,
anabolism, and lipid metabolism). More preferably, the
term “hGH polypeptide or protein” refers to the
polypeptide of SEQ ID NO 1.

[0044] The term "“hGH polypeptide variants”, as used
herein, refers to polypeptides from the same species but
differing from a reference hGH polypeptide. Generally,
differences are limited so that the aminoc acid sequences

of the reference and the variant are closely similar
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overall and, in many regions, identical. Preferably, hGH
polypeptides are at least 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%,
98% or 99% identical to a reference hGH polypeptide,
preferably the -hGH polypeptide of SEQ ID NO:1. By a
polypeptide having an amino acid sequence at least, for
example, 95% "identical" to a query amino acid sequence,
it is intended that the amino acid sequence of the
subject polypeptide is identical to the query segquence
except that the subject polypeptide sequence may include
up to five amino acid alterations per each 100 amino
acids of the query amino acid sequence. These alterations
of the reference sequence may occur at the amino or
carboxy terminal. positione of the reference amino acid
sequence or anywhere between those terminal positions,
interspersed either individually among residues in the
reference sequence or in one or more contiguous groups
within the reference sequence. The guery sequence may be
an entire amino acid sequence of the reference sequence
or any fragment specified as described herein.

[0045]) Such hGH polypeptide variants may be naturally
occurring variants, such ae naturally occurring allelic
variants encoded by one of several alternate forms of a
hGH occupying a given locus on a chromosome of an
organism, or isoforms encoded by naturally occurring
splice variants originating from a single primary
transcript. Alternatively, a hGH polypeptide variant may
be a variant that is not known to occur naturally and
that can be made using art-known mitagenesis techniques.
[0046) It is known in the art that one or more amino
acides may be deleted from the N-terminus or C-terminus of
a bicactive peptide or protein without substantial loss
of biological function (see for instance, Ron et al.,
{1993), Biol Chem., 268 2984-2988 ; which disclosure is
hereby incorporated by reference in its entirety).

16
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[0047] It also will be recognized by one of ordinary
skill in the art that some amino acid sequences of hGH
polypeptides can be varied without significant effect of
the structure or function of the protein. Such mutants
include deletions, insertions, inversions, repeats, and
substitutions selected according to general rules known
in the art so as to have little effect on activity. For
example, guidance concerning how to make phenotypically
silent amino acid substitutions is provided in Bowie et
al. (1990), Science 247:1306-~1310, hereby incorporated by
reference in its entirety, wherein the authors indicate
that there are two main approaches for studying the
tolerance of an amino acid sequence to change.

[0048] The first method relies on the process of
evolution, in which mutations are eithex accepted or
rejected by natural selection. The second approach uses
genetic engineering to introduce amino acid changes at
specific positions of a cloned hGH and selections or
screens to identify sequences that maintain
functionality. These studies have revealed that proteins
are surprieingly tolerant of amino acid substitutions.
The authors further indicate which amino acid changes are
likely to be permissive at a certain position of the
protein. For example, most buried amino acid residues
require nonpolar side chains, whereas few features of
surface side chains are generally conserved. Other such
phenotypically silent substitutions are described in
Bowie et al., (1990) supra, and the references cited
therein.

[0049] Typically seen as conservative substitutions are
the replacements, one for another, among the aliphatic
amino acids Ala, Val, Leu and Phe; interchange of the
hydroxyl residues Ser and Thr, exchange of the acidic
residues Asp and Glu, substitution between the amide

residues Asn and Gln, exchange of the basic residues Lys
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and Arg and replacements among the aromatic residues Phe,
Tyr. In addition, the following groups of amino acids
generally represent equivalent changes: (1) Ala, Pro,
Gly, Glu, Asp, Gln, Asn, Ser, Thr; (2) Cys, Ser, Tyr,
Thr; (3) Val, Ile, Leu, Met, Ala, Phe; (4) Lys, Arqg,
His; (5) Phe, Tyr, Trp, His.

[0050] The term hGH polypeptide also encompasses all hGH
polypeptides encoded by hGH analogs, orthologs, and/or
species homologues. As used herein, the term “hGH
analoge” refers to hGHs of different and unrelated
organisms which perform the same functions in each
organism but which did not originate from an ancestral
structure that the organisms' ancestors had in common.
Instead, analogous hGHe arose separately and then later
evolved to perform the same function (or similar )
functions). In other words, analogous hGH polypeptides
are polypeptides with quite different amino acid
sequences but that perform the same biological activity,
namely promoting growth in the growing phase and in
maintaining normal body composition, anabolism, and lipid
metaboiism. As used herein, the term *hGH orthologs”
refers to hGHs within two different species which
sequences are related to each other via a common
homologous hGH in an ancestral species but which have
evolved to become different from each other. As used
herein, the term “hGH homologs” refers to hGHs of
different organisms which perform the same functions in
each organism and which originate from an ancestral
structure that the organisms' ancestors had in common. In
other words, homologous hGH polypeptides are polypeptides
with quite similar amino acid sequences that perform the
same biological activity, namely promoting growth in the
growing phase and in maintaining normal body composition,
anabolism, and lipid metabolism. Preferably, hGH
polypeptide homologs may be defined as polypeptides
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exhibiting at least 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%,
96%, 97%, 98% or 929% identity to a reference hGH
polypeptide, preferably the hGH polypeptide of SEQ ID
NO:1.

[0051]] Thus, a hGH polypeptide according to the invention
may be, for example: (i) one in which one or more of the
amino acid residues are substituted with a conserved or
non-conserved amino acid residue (preferably a conserved
amino acid residue) and such spubstituted amino acid
residue may or may not be one encoded by the genetic
code: or (ii) one in which one or more of the amino acid
residues includes a substituent group: or (iii) one in
which the hGH polypeptide is fused with another compound,
such as a compound to increase the half-life of the
polypeptide (for example, polyethylene glycol): or (iv)
one in which the‘additional amino acids are fused to tﬁe
above form of the polypeptide, such as an IgG Fc fusion
region peptide or leader or secretory sequence or a
sequence which is employed for purification of the above
form of the polypeptide or a pro-protein seguence.

[0052) hGH polypeptides may be moncmers or multimers.
Multimers may be dimers, trimers, tetramers or multimers
comprising at least five monomeric polypeptide units.
Multimers may also be homodimers or heterodimers.
Multimers of the invention may be the result of
hydrcophobic, hydrophilic, ionic and/or covalent
agsociations and/or may be indirectly linked, by for
example, liposbme formation. In one example, covalent
associations are between the heterclogous seguences
contained in a fusion protein containing a hGH
polypeptide or fragment thereof (see, e.g., US Patent
Number 5,478,925, which disclosure is hereby incorporated
by reference in its entirety). 1In another example, a hGH
polypeptide or fragment thereof is joined to one or more
polypeptides that may be either hGH peolypeptides or
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heterclogous polypeptides through peptide linkers such as
those described in U.S. Pat. No. 5,073,627 (hereby
incorporated by reference). Another method for preparing
multimer hGH polypeptides involves use of hGH
polypeptides fused to a leucine zipper or isoleucine
zipper polypeptide sequence known to promote
multimerization of the proteins in which they are found
using techniques known to those skilled in the art
including the teachings of WO 94/10308. In another
example, hGH polypeptides may be associated by

interactions between Flag® polypeptide sequence contained

in fusion hGH polypeptides containing Flag® polypeptide
sequence. hGH multimers may also be generated using
chemical techniques known in the art such as
croes-linking using linker molecules and linker molecule
length optimization techniques known in the art (see,
e.g., US 5,478,925), techniqhes known in the art to form
one or more inter-molecule cross-links between the
cysteine residues located within the sequence of the
polypeptides desired to be contained in the multimer
(see, e.g., US 5,478,925, addition of cysteine or biotin
to the C terminus or N-terminus of hGH polypeptide and
techniques to generate multimers containing one or more
of these modified polypeptides (see, e.g., US 5,478,925},
or any of the 30 technigques to generate liposomes
containing hGH multimers (see, e.g., US Patent Number
5,478,925,), which disclosures are incorporated by
reference in their entireties.

[0053) As used herein, the term “hGH polypeptide
fragment” refers to any peptide or polypeptide comprising
a contiguous span of a part of the amino acid sequence of
a hGH polypeptide, preferably the polypeptide of SEQ ID
NO:1.

[0054) More specifically, a hGH polypeptide fragment
comprising at least 6, preferably at least 8 to 10, more
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preferably 12, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 50, €0, 75, 100,
125, 150, 175, 191 consecutive amino acids of a hGH
polypeptide according to the present invention. hGH
polypeptide fragment may additionally be described as
sub-genuses of hGH polypeptides comprising at least 6
amino acids, wherein “at least 6" is defined as any
integer between 6 and the integer representing the C-
terminal amino acid of a hGH polypeptide including the
polypeptide of SEQ ID NO:1. Further included are species
of hGH polypeptide fragments at least 6 amino acids in
length, as described above, that are further specified in
terms of their N-terminal and C-terminal positions. Also
encompassed by the term “hGH polypeptide fragment” as
individual species are all hGH polypeptide fragments, at
least 6 amino acids in length, as described above, that
may be particularly specified by a N-terminal and C-
terminal position. That is, every combination of a
N-terminal and C-~terminal position that a fragment at
least 6 contiguous amino acid residues in length could
occupy., on any given amino acid segquence of the sequence
listing oxr of the present invention is included in the
present invention.

[0055]) It ia noted that the above species of polypeptide
fragments of the present invention may alternatively be
described by the formula "a to b*; where "a" equals the
N-terminal most amino acid position and "b" equals the C-
terminal most amino acid position of the polynucleotide;
and further where "a" eqguals an integer between 1 and the
number of amino acide of a hGH polypeptide sequence minus
6, and where "b" equals an integer between 7 and the
number of amino acids of the hGH polypeptide sequence;
and where "a" is an integer smaller themn "b" by at least
6.

[0056] The above hGH polypeptide fragments can be
immediately envishged using the above description and are

2]
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therefore not individually listed solely for the purpose
of not unnecessarily lengthening the specification.
Moreover, the above fragments do not necessarily need to
have a hGH biological activity, although polypeptides
having these activities are preferred embodiments of the
invention, since they would be useful, for example, in
immunoassays, in epitope mapping, epitope tagging, as
vaccines, and as molecular weight markers. The above
fragments may also be used to generate antibodies to a
particular portion of the polypeptide.

[0057] Also encompassed by the term “hGH polypeptide
fragment” are domains of hGH polypeptides. Such domains
may eventually comprise linear or structural motifs and
signatures including, but not limited to, leucine
zippers, helix-turn-helix motifs, post-translational
modification sites such as glycosylation sites,
ubiquitination sites, alpha helices, and beta sheets,
signal sequences encoding signal peptides which direct
the secretion of the encoded proteins, sequences
implicated in transcription regulation such as
homecboxes, acidic stretches, enzymatic active sites,
substrate binding sites, and enzymatic cleavage sites.
Such domains may present a particular biological activity
such as DNA or RNA-binding, seéretion of proteins,
transcription regulation, enzymatic activity, substrate
binding activity, etc...

[0058] A domain has a size generally comprised between 3
and 191 amino acids. In preferred embodiment, domains
comprise a number of amino acids that is any integer
between 6 and 191. Domains may be synthesized using any
methods known to those skilled in the art, including
those disclosed herein for the preparation of hGH
polypeptides to produce anti-hGH antibodies. Methods for
determining the amino acids that make up a domain with a

particular biological activity include mutagenesis
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studies and assays to determine the biological activity
to be tested.

[0059] Particularly preferred fragments in the context of
the present invention are hGH polypeptides retaining a
gsubstantial biological activity, namely promoting growth
in the growing phase and in maintaining normal body
composition, anabolism, and.lipid metabolism.

[0060] Alternatively, the polypeptides of the invention
may be scanned for motifs, domains and/or signatures in
databases using any computer method known to those
skilled in the art. Searchable databases include Prosite
(Hofwann et al., (1999) Nucl. Acids Res. 27:215-219;
Bucher and Bairoch (1994) Proceedings 2nd International
Conference on Intelligent Systems for Molecular Biology.
Altman et al, Eds., pp53-61, AAAIPress, Menlo Park), Pfam
{(Sonnhammer et al., (1997) Proteins 28(3):405-20;
Henikoff eé al., (2000) Nucleic Acids Res. 28(1) :228-30;
Bateman et al., {(2000) Nucleic Acids Res. 28(1):263-6),
Blocks (Henikoff et al., (2000) Electrophoresgis
21(9):1700-6), Print (Attwood et al., (1996) Nucleic
Acids Res. 24(1):182-8), Prodom (Sonnhammer and Kahn
(1994) Protein Sci. 3(3):482-92; Corpet et al. (2000)
Nucleic Acids Res. 2B(1):267-9), Sbase (Pongor et al.
(1993) Protein Eng. 6(4):391-5; Murvai et al., (2000}
Nucleic Acids Res. 28(1) :260-2}, Smart (Schultz et al.,
(1998) Proc. Natl. Acad. Sci. U S A 95, 5857-5864),
Dali/FSSP (Holm and Sander (1996) Nucleic Acids Res.
24(1):206-9 ; Holm and Sander (1997) Nucleic Acids Res.
25(1) :231-4 ; Holm and Sander (1999) Nucleic Acids Res.
27{(1):244-7), HSSP (Sander and Schneider (1991) Proteins
9(1):56-68.), CATH (Orengo et al., {1997) Structure
5(8):1093-108; Pearl et al., (2000) Biochem. Soc. Trans.
28(2) :269-75), SCOP (Murzin et al., (1995) J. Mol. Biol.
247(4) :536-40; Lo Conte et al., (2000) Nucleic Acids Res.
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28(1):257-9), COG (Tatusov et al., (1997) Science 278,
631 :637 ; Tatusov et al., (2000) Nucleic Acids Res.
28(1) :33-6), specific family databases and derivatives
thereof (Nevill-Manning et al., (1998) Proc. Natl. Acad.
Sci. US A. 95, 5865-5871; Yona et al., (1999) Proteins
37(3):360-78; Attwood et al., (2000) Nucleic Acids Res.
28(1) :225-7), each of which disclosures are hereby
incorporated by reference in their entireties. For a
review on available databases, see issue 1 of volume 28
of Nucleic Acid Research (2000{} which disclosure is
hereby incorporated by reference in its entirety.

[0061] The term *hGH polypeptide fragment” also
encompasses epitopes-bearing fragments. These epitopes
may be antigenic epitopes or both an antigenic epitope
and an immunogenic epitope. An immunogenic epitope is
defined as a part of a protein that elicits an antibody
response in vivo when the polypeptide is the immunogen.
On the other hand, a region of polypeptide to which an
antibody binds is defined as an antigenic epitope. An
epitope can comprise as few as 3 amino acids in a spatial
conformation, which is unique to the epitope. Generally
an epitope consists of at least é such amino acidse, and
more often at least 8-10 such amino acids.

[0062] A hGH epitope-bearing fragment according to the
invention may be any fragment which length is between 6
amino acid and the full-length segquence of a hGH
polypeptide, preferably a fragment between 6 and 50 amino
acid. The epitope-bearing fragments may be specified by
either the number of contiguous amino acid residues {as a
pub-genus) or by specific N-terminal and C-terminal
positions {as species) as described above.

[0063) Fragments which function as epitopes may be
produced by any conventional means (See, e.g., Houghten
(1985), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:5131-5135 and U.S.
4,631,21, which disclosures are hereby incorporated by
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reference in their entireties). Methods for determining
the amino acids which make up an epitope include x-ray
crystallography, 2-dimensional nuclear magnetic
resonance, and epitope mapping, e.g., the Pepscan method
described by Geysen et al., (1984), Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A. 81:3998-4002; PCT Publicatione WO B84/03564
and WO 84/03506, which disclosures are hereby
incorporated by reference in their entireties. Another
example is the algorithm of Jameson and Wolf, (1988),
Comp. Appl. Biosci. 4:181-186 (said reference
incoxrporated by reference in its entirety). The Jameson-
Wolf antigenic analysis, for example, may be performed
using the computer program PROTEAN, using default
parameters (Version 4.0 Windows, DNASTAR, Inc.)

[0064] The present invention also provides for the
exclusion of any hGH fragment species specified by
N-terminal and C-terminal positions or of any fragment
sub-genus specified by size in amino acid residues as
described above. Any number of fragments specified by
N-~terminal and C-terminal positions or by size in amino
acid residues as described above may be excluded as
individual species. The present invention also provides
for the exclusion of any hGH domain or epitope-bearing
fragment in the same manner.

[0065]) The hGH polypeptides of the present invention can
be prepared in any suitable manner Such hGH polypeptides
and fragments thereof may be purified from natural
sourcee, chemically synthesized, produced by recombinant
techniques including in vitro translation techniques or
expression in a recombinant cell able to express hGH
cDNA, or a combination of these methods, using techniques
known to thoge skilled in the art (See, for example,
“Methods in Enzymology, Academic Press, 1993”7 for a
variety of methods for purifying proteins; Creighton,
(1983) Proteins: Structures and Molecular Principles,

25



WO 2005/079838 PCT/IB2005/000171

W.H. Freeman & Co. 2nd E4., T. E., New York; and
Hunkapiller et al., (1984) Nature. 310{(5973): 105-11 for
chemical synthesis of proteins and Davis et al. (1986)
Basic Methods in Molecular Biology, ed., Elsevier Press,
NY for recombinant techniques, which disclosures are
incorporated by reference in their entireties). The
polypeptides of the present invention are preferably
provided in an isolated form, and may be partially or
preferably substantially purified.
[0066] The texms *polynucleotides having at least x¥%
identity with a polynucleotides of reference” and
"polypeptides having at least x% identity with a
polypeptide of reference” encompass polynucleotides or
polypeptides which residue (nucleotide or amino acid
regpectively} sequence exhibit an identity percentage, as
defined below, equal or superior to x compared to said
reference polynucleotide or polypeptide sequence,
respectively.
[0067] The identity percentage is determined after
optimal alignment of two polynucleotides or polypeptide
sEequences over a comparison window, wherein portions of
the polynucleotide or polypeptide segquences in the
comparison window may comprise additions or deletions of
one or more residue in order to optimize sequence
alignment. The comparison window contains a certain
number of positions (either a residue or a gap
corresponding to an insertion/deletion of a residue),
this number of positions corresponding to the window
gize. Each window position may present one of the
following situations:

1°/ There is a residue (nucleotide or amino acid) on
this position on the first aligned sequence and a
different residue at the same position on the second

aligned sequence, in other words the second sequence has
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a substituted residue at this position compared to the
first sequence. -

2°/ There is a residue (nucleotide or amino acid) on
this position on the first aligned sequence and the same
residue at the same position on the second aligned
seguence.

3°/ There is a residue (nucleotide or amino acid) on
this position on the first aligned sequence and no
residue at the same position on the second aligned
sequence, in other words the second sequence presents a
deletion at this position compared to the first sequence.

The number of positions within the comparison window
belonging to the first above-defined category is called
Rl,

- The number of positions within the comparison window
belonging to the second above-defined category is called
R2.

The number of positions within the comparison window
belonging to the third above-defined category is called
R3. ' ]

[0068] The identity percentage (%id) is may be
calculated by any of the following formulas:

$id=R2/ (R14+R2+R3)x100, or

$id=(R2+R3) / (R1+R2+R3)x100
[0069] Alignment of segquences to compare may be performed
using any of the variety of sequence comparison
algorithms and programs known in the art. Such
algorithme and programs include, but are by no means
limited to, TBLASTN, BLASTP, FASTA, TFASTA, , FASTDB, WU-
BLAST, Gapped-BLAST, PSI-BLAST (Pearson and Lipman,
(1988), Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444-2448; Altechul
et al., (1990), J. Mol. Biol. 215:403-410; Altschul et
al., (1993), Nature hGHtice 3:266-272; Altschul et al.,
(1997}, Nuc., Acids Res. 25:3389-3402; Thompson et al.,
{1994), Nuc. Acids Res.. 22:4673-4680; Higgins et al.,
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(1996), Meth. Enzymol. 266:383-402; Brutlag et al. (1990)
Comp. App. Biosci. 6:237-245; Jones and Swindells, (2002)
Trends Biochem Sci 27:161-4; Olsen et al. (1999) Pac Symp
Biocomput; 302-13), the disclosures of which are
incorporated by reference in their entireties.

[0070} In a particular embodiment, the Smith-Waterman
method is used with scoring wmatrix such as PAM, PAM 250
or preferably with BLOSUM matrices such as BLOSUM60 or
BLOSUM62 and with default parameters (Gap Opening
Penalty=10 and Gap Extension Penalty=1l) or with user-
specified parameters preferably superior to default
parameters.

[0071] In another particular embodiment, protein and
nucleic acid sequences are aligned using the Basic Local
Alignment Search Tool (“BLAST"”) programs with the default
parameters or with modified parameters provided by the
user. Preferably, the scoring matrix used is the
BLOSUM62 matrix (Gonnet et al., (1992), Science 256:1443-
1445; Henikoff and Henikoff, (1993), Proteins 17:49-61,
which disclosures are hereby incorporated by reference in
their entireties). Less preferably, the PAM or PAM250
matrices may also be used (see, e.g., Schwartz and
Dayhoff, (1978), eds., Matrices for Detecting Distance
Relationships: Atlas of Protein Sequence and Structure,
Washington: National Biomedical Research Foundatiom,
which disclosure is hereby incorporated by reference in
its entirety).

[0072] 1In still another particular embodiment,
polynucleoctide or polypeptide sequences are aligned using
the FASTDB computer program based on the algorithm of
Brutlag et al. (1990), supra. Preferred parameters used
in a FASTDB alignment of DNA sequences are:
Matrix=Unitary, k-tuple=4, Mismatch Penalty= 1, Joining
Penalty=30, Randomization Group Length=0, Cutoff Score=
1, Gap Penalty=5, Gap Size Penalty 0.05, Window Size=500
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or the length of the subject nucleotide sequence,
whichever is shorter. Preferred parameters used in a
FASTDB amino acid alignment are: Matrix=PAM 0, k-tuple=2,
Mismatch Penalty= 1, Joining Penalty=20, Randomization
Group2SLength=0, Cutoff Score= 1, Window Size=segquence
length, Gap Penalty=5, Gap Size Penalty=0.05, Window
Size=500 or the length of the subject amino acid
sequence, whichever is shorter.

[0073] According to the present invention, poly(ethylene
glycol) is covalently bound through amino acid residues
of hGH or agonist variant thereof. A variety of activated
poly(ethylene glycol)s having a number of different
functional groups, linkers, configurationa, and molecular
weights are known to one skilled in the art, which may be
used to create PEG~hGH conjugates or PEG-hGH agonist
variant conjugates (for reviews see Roberts M.J. et al.,
Adv. Drug Del. Rev. 54:459-476, 2002), Harris J.M. et
al., Drug Delivery Sytems 40:538-551, 2001) The present
invention relates to a method of using aldehyde chemwmistry
to direct selectivity of the PEG moiety to the N-terminus
using a butyrylaldehyde linker moiety. The
butyrylaldehyde linker results in increased N-terminal
specificity compared to acetaldehyde linker (Table 1 and
Figure 1).

[0074] ' An embodiment of the present invention is a human
growth hormone-PEG conjugate having the structure of

Formula I or Formula II

29



WO 2005/079838 PCT/1B2005/000171

or

% ,C’IH\ B
mPEG—0—C—N CN—(CHCHOM(CHDuCH N R
H

Formula 1

MPEG-0{ChzCHz0)n(CH2)y CHAANHR

Formula IX

wherein

n is an integer between 1 and 10;

m is an integer between 1 and 10;

R is human growth hormone, methicnyl growth hormone

or a human growth hormone variant.

[0075]) In a particular embodiment n is between 1 and S

and m is between 1 and 5.

[0076]) In a particular embodiment of Formula I: n is 1

and mis 1; nis 1l and m is 2; n is 1 and m is 3; n is 1

and m i 4; n is 1 and m is S; n is 1 and m is 6; n is 1

and mis 7; nis 1 and m is 8; n is 1 and m is 9; n is 1

and m is 10; n is 2 and m is 1; n ig 2 and m is 2; n ig 2
and m ig 3; n is 2 and m is 4; n is 2 and m is 5; n is 2

and m is 6; n is 2 and m is 7; n is 2 and m is 8; n is 2

and m is 9; n is 2 and m is 10; n is 3 and m is 1; n is 3
and m is 2; n is 3 and m is 3; n is 3 and m is 4; n is 3-
and m is 5; n is 3 and m is 6; n is 3 and m is 7; n is 3

and m is 8; n ie 3 and m ie 9; n is 3 and m is 10; n is 4
and mis 1; n is 4 and m is 2; n is 4 and m i8 3; n is 4
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and m is 4; n is 4 and m is 5; n is8 4 and m is 6; n is 4
and m is 7; n is 4 and m is 8; n is 4 and m is 9; n is 4
and m is 10; n is 5 and m is 1; n is 5 and m i8 2; n is 5
and m i 3; n is 5 and m is 4; n is 5 and m is 5; n is 5
and m is 6; n is 5 and m is 7; n is 5 and m i8 8; n ia 5
and m ig 9; n ie 5 and m is 10; n ig 6 and m is 1; n is 6
and m is 2; n is 6 and m is 3; n is 6 and m is 4; n is 6
and m is 5; n ie 6 and m is 6; n is 6 and m is 7; n is 6
and m 18 8; n is 6 and m is 9; n is 7 and m is 10; n is 7
and m is 1; n is 7 and mie 2; n is 7 and m is 3; n is 7
and m ig 4; n is 7 and m is 5; n is 7 and m is 6; n is 7
and m ig 7; n is 7 and m is 8; n is 7 and m is 9; n is 7
and m i8 10; n is 8 and m is 1; n is 8 and m is 2; n is 8
and m is 3; n.is 8 and m is 4; n is 8 and m is 5; n is 8
and m is 6; n ig 8 and m is 7; n is 8 and m is 8; n is 8
and m ig 9; n is 8 and m is 10; n is 9 and m is 1; n is 9
and m is 2; n is 9 and m is 3; n is 9 and m is 4; n is 9
and m is 5; n is 9 and m is 6; n is 9 and m is 7; n is 9
and m is 8; n is 9 and m is 9; n is 9 and m is 10; n is

10 and m is 1; n is 10 and m is 2; n is 10 and m is 3; n
ig 10 and m is 4; n is 10 and m is 5; n is 10 and m is 6;
nig 10 and m is 7; n is 10 and m is 8; n is 10 and m is

9; n is 10 and m is 10.

[0077) A specific embodiment is a human growth hormone-PEG
conjugate having the structure:

"':Ha
H
&,
A H
mPEG—O——C-—: \ﬁ-n—(cu,m,ohm,cﬂ,cn,cn,-m-n
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or

MPEG-0{CH,CH,0)CHoCH,CHALCHANHR

vherein R is human growth hormone, methionyl human
growth hormone or a human growth hormone variant.

[0078] Another specific embodiment of the present
invention human growth hormone-PEG conjugate wherein the
human growth hormone comprises or consists of the amino
acid sequence of SEQ ID NO:1.

[0079] A specific embodiment of the present invention
is a human growth hormone-PEG conjugate wherein greater
than 80%, more preferably 81%, more preferably 82%, more
preferably 83%, more preferably 84%, more preferably 85%,
more preferably 86%, more preferably 87%, more preferably
88%, more preferably 89%, more preferably 50%, more
preferably 91%, more preferably 92%, more preferably 93%,
more preferably 94%, more preferably 95%, more preferably
96%, more preferably 97, and more preferably 98% of the
polyethylene glycol is conjugated to the amino-terminal
phenylalanine of the amino acid sequence of SEQ ID NO:1.
[0080] Another specific embodiment of the present
invention is a human growth hormone-PEG conjugate wherein
greater than 90% of the polyethylene glycol is conjugated
to the amino-terminal phenylalanine of the amino acid
sequence of SEQ ID NO:1.

[0081] Another specific embodiment of the present
invention is a human growth hormone-PEG conjugate wherein
greater than 55% of the polyethylene glycol is conjugated
to the amino-terminal phenylalanine of the amino acid
sequence of SEQ ID NO:1.

[0082] Another specific embodiment of the present
invention is a human growth hormone-PEG conjugate wherein
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greater than 98% of the polyethylene glycol is conjugated
to an amino-terminal phenylalanine of the amino acid
sequence of SEQ ID NO:1.

[0083] The poly(ethylene glycol) used in the present
invention is not restricted to any particular'form or
molecular weight range. The poly(ethylene glycol)
molecular weight may between about 500 and about 100,000
Dalton. The term “about” indicating that in preparations
of polyethylene glycol, some molecules will weigh more,
gsome less, than the stated molecular weight and the
stated molecular weight refers to the average molecular
weight. It is understoocd that there is some degree of
polydispersity associated with polymers such as

poly (ethylene glycol). It is preferable to use PEGs with
low polydispersity. Normally, a PEG with molecular
weight of about 500 to about 60,000 is used. A specific
PEG molecular weight range of the present invention is
from about 1,000 to about 40,000. In another specific
embodiment the PEG molecular weight is greater than about
5,000 to about 40,000. In anothexr specific embodiment
the PEG molecular weight about 20,000 to about 40,000.
Othe£ sizes may be used, depending on the desired
therapeuéic profile (e.g. duration of sustained release
desired, the effects, if any on biological activity, the
degree or lack of antigenicity and other known effects of
the polyethylene to a therapeutic protein. For example
the polyethylene glycol may have an average molecular
weight of about 200, 500, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000,
3500, 4000, 4500, 5000, 5500, 6000, 6500, 7000, 7540,
8000, 8500, 9000, 9500, 10,000, 10,500, 11,000, 11,500,
12,000, 12,500, 13,000, 13,500, 14,000, 14,500, 15,000,
15,500, 16,000, 16,500, 17,000, 17,500, 18,000, 18,500,
19,000, 19,500, 20,000, 25,000, 30,000, 35,000, 40,000,
45,0q0, 50,000, 55,000, 60,000, 65,000, 70,000, 75,000,
80,000, 85,000, 90,000, 95,000, or 100,000 Dalton.
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[0084] In another embodiment the poly({ethylene glycol)
is a branched PEG having more than one PEG moiety
attached (see U.S. 5,932,462; U.S. 5,342,940; V.8,
5,643,575; U.S. 5,919,455; U.S. 6,113,906; U.S.
5,183,660; Kodera Y., Bioconjugate Chemistry 5:283-288
(1994); and WO 02/09766. In a preferred embodiment the
molecular weight of each poly(ethylene glycol) of the
branched PEG is about 5,000-20,000. In a specific
embodiment the molecular weight of each poly{ethylene
glycol) of the branched PEG is about 20,000.

[0085] Poly(alkylene oxide)s, notably poly{ethylene
glycol)s, are bound to hGH or agonist variant thereof via
a terminal reactive group, which may or may not leave a
linking moiety (spacer) between the PEG and the protein. -
In order to form the hGH conjugates or agonist variant
thereof of the present invention, polymers such as

poly (alkylene oxide) are converted into activated forms,
as such texm is known to those of ordinary skill in the
art. The reactive group, for example, is a terminal
reactive group, which mediates a bond between chemical
moieties on the protein and poly(ethylene glycol).
Typically, cone or both of the terminal polymer hydroxyl
end-groups, {(i.e. the alpha and omega terminal hydroxyl
groups) are converted into reactive functional groups,
which allows covalent conjugation. This process is
frequently referred to as Yactivation" and the
poly(ethylene glycol) product having the reactive group
is hereinafter referred to as "an activated poly(ethylene
glycol)”. In a specific embodiment one of the terminal
polymer hydroxyl end-groups is converted or capped with a
non-reactive group. In a specific embodiment one of the
terminal polymer hydroxyl end-groups is converted or
capped with a methyl group. . As used herein, the term
“"mPEG* refers to a PEG, which is capped at one end with a
methyl group. The mPEG can be represented structurally as
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CH,0- (CHaCH20) »-H

[0086] Polymers containing both a and & linking groups
are referred to as “bis-activated poly{alkylene oxides)”
and are referxred to as “bifunctional”. Polymers

containing the same reactive group on a and & terminal
hydroxyls are sometimes referred to as “homobifunctional”
or “homobis-activated”. Polymers containing different
reactive groups on a and € terminal hydroxyls are
sometimes referred to as “heterobifunctional” (see for
example WO 01/26692) or “hetercbis-activated”. Polymers
containing a single reactive group are referred to as
"mono-activated” polyalkylene oxides or “mono-
functional”. Other substantially non-antigenic polymers
are similarly "activated" or “functionalized~”.

[0087] The activated polymers are thus suitable for
mediating a bond between chemical moieties on the
protein, such as a~ or e-amino, éarboxyl or thiol groups,
and poly{ethylene glycol). Bis-activated polymers can
react in this manner with two protein molecules or one
protein molecule and a reactive small molecule in another
embodiment to effectively form protein polymers or
protein-small molecule conjugates through cross linkages.
[0088]) In one preferred embodiment of the invention
secondary amine or amide linkages are fprmed using the N-
terminal a-amino group or g-amino groups of lyesine of hGH
or agonibt variant thereof and the activated PEG. In
another preferred aspect of the invention, a secondary
amine linkage is formed between the N-terminal primary a-
or €-amino group of hGH or agonist variant thereof and
single or branched chain PEG aldehyde by reductive
alkylation with a suitable reducing agent such as
NaCNBHa., NaBH;, Pyridine Borane etc. as described in
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Chamow et al., Bioconjugate Chem. 5: 133-140 (19%4), US
Pat No. 4,002,531, WO 920/05534, and US Pat. No 5,824,784,

{0089] In a preferred embodiment at least 70%,
preferably at least 80%, preferably at least 81%,
preferably at least 82%, preferably at least 83%,
preferably at least 84%, preferably at least 85%,
preferably at least 86%, preferably at least 87%,
preferablf at least 88%, preferably at least 89%,
preferably at least 90%, preferably at least 951%,
preferably at least 92%, preferably at least 93%,
preferably at least 94%, preferably at least 95%,
preferably at least 96%, preferably at least 97%, and
most preferably at least 98% of the poly(ethylene glycol)
is on the amino terminal a-amino group.

[0090] Conjugation reactions, referred to as
pegylation reactions, were historically carried out in
solution with molar excess of polymer and without regard
to where the polymer will attach to the protein. Such
general techniques, however, have typically been proven
inadequate for conjugating biocactive proteins to non-
antigenic polymers while retaining sufficient
bicactivity. One way to maintain the hGH or agonist
variant thereof biocactivity is to substantially aveoid the
conjugation of those hGH or agonist variant thereof
reactive groups associated with the receptor binding
site(s) in the polymer coupling process. Another aspect
of the pregent invention is to provide a process of
conjugating poly (ethylene glycol) to hGH or agonist
variant thereof maintaining high levels of retained
activity.

[0091] The chemical modification through a covalent
bond may be performed under any suitable condition
generally adopted in a reaction of a biologically active
gsubstance with the activated poly(ethylene glyccl). The
conjugation reaction is carried out under relatively mild
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conditions to avoid inactivating the hGH or agonist

variant thereof. Mild conditions include maintaining the
pH of the reaction solution in the range of 3 to 10 and
the reaction temperatures within the range of from about

0°-37°C. In the cases where the reactive amino acid
regidues in hGH or.agonist variant thereof have free
amino groups, the above modification ig preferably
carried out in a non-limiting list of suitable buffers
(pH 3 to 10), including phosphate, MES, citrate, acetate,
succinate or HEPES, for 1-48 hrs at 4°-37°C. In targeting
N-terminal amino groups with reagents such as PEG
aldehydes pH 4-7 is preferably maintained. The activated
poly(ethylene glycol) may be used in about 0.01-100
times, preferably about 0.01-2.5 times, the molar amount
of the number of free amino groups of hGH or agonist
variant thereof. On the other hand, where reactive amino
acid residues in hGH or agonist variant thereof have the
free carboxyl groups, the above modification is
preferably carried out in pH from about 3.5 to about 5.5,
for example, the modification with

poly (oxyethylenediamine) is carried out in the presence
of carbodiimide (pH 4-5) for 1-24 hre at 4°-37°C. The
activated poly(ethylene glycol) may be used in 0.01-300
times the molar amount of the number of free carboxyl
groups of hGH or agonist variant thereof.

[0092) In separate embodiments, the upper limit for
the amount of polymer included in the conjugation
reactions exceeds about 1:1 to the extent that it is
possible to react the activated polymer and hGH or
agonist variant thereof without forming a substantial
amount of high molecular weight species, i.e. more than
about 20% of the conjugates containing more than about
one strand of polymer per molecule of hGH or agonist
variant therecf. For example, it is contemplated in this
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aspect of the invention that ratios of up to about 6:1
can be employed to form significant amounts of the
desired conjugates which can thereafter be isolated from
any high molecular weight species.

[0093] In another aspect of this invention,
bifunctionally activated PEG derivatives may be used to
generate polymeric hGH or agonist variant thereof-PEG
molecules in which multiple hGH or agonist variant
thereof molecules are crosslinked via PEG. Although the
reaction conditions described herein can result in
significant amounts of unmodified hGH or agonist variant
thereof, the unmodified hGH or agonist variant thereof
can be readily recycled into future batches for
additional conjugation reactions. The processes of the
present invention generate surprisingly very little, i.e.
less than about 30% and more preferably, less than about
10%, of high molecular weight species and species
containing more than one polymer strand per hGH or
agonist variant thereof. These reaction conditions are to
be contrasted with those typically used for polymeric
conjugation reactions wherein the activated polymer is
present in several-fold molar excesses with respect to
the target. In other aspects of the invention, the
polymer is present in amounts of from about 0.1 to about
50 equivalents per equivalent of hGH or agonist variant
thereof. In other aspects of the invention, the polymer
ie present in amounts of from about 1 to about 10
equivalents per equivalent of hGH or agonist variant
thereof.

{0094] The conjugation reactions of the present
invention initially provide a reaction mixture or pool
containing mono- and di-PBG-hGH conjugates, unreacted
hGH, unreacted polymer, and usually less than about 20%
high molecular weight species. The high molecular weight
species include conjugates containing more than one
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polymer strand and/or polymerized PEG-hGH or agonist
variant thereof species. After the unreacted species and
high molecular weight species have been removed,
compositions containing primarily mono- and di-polymer-
hGH or agonist variant thereof conjugates are recovered.
Given the fact that the conjugates for the most part
include a single polymer strand, the conjugates are
substantially homogeneous. These modified hGH or agonist
variant thereof have at least about 0.1% of the in vitro
biological activity associated with the native or
unmodified hGH or agonist variant thereof as measured
using standard FDC-P1l cell proliferation assays, (Clark
et al. Journal of Biological Chemistry 271:21969-21977,
1996), receptor binding assay (US §,057,417), or
hypophysectomized rat growth (Clark et al. Journal of
Biological Chemistry 271:21969-21977, 1996). In
preferred aspects of the invention, however, the modified
hGH or agonist variant thereof have about 25% of the in
vitro biological activity, more preferably, the modified
hGH or agonist variant thereof have about 50% of the in
vitro biological activity, more preferably, the modified
hGH or agonist variant thereof have about 75% of the in
vitro biological activity, and most preferably the
modified hGH or agonist variant thereof have equivalent
or improved in vitro biological activity.

[0095] The processes of the present invention
preferably include rather limited ratios of polymer to
hGH or agonist variant thereof. Thus, the hGH or agonist
variant thereof conjugates have been found to be
predominantly limited to species containing only one
strand of polymer. Furthermore, the attachment of the
polymer to the hGH or agonist variant thereof reactive
groups is substantially less random than when higher
molar excesses of polymer linker are used. The unmodified

hGH or agonist variant thereof present in the reaction
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pool, after the conjugation reaction has been quenched,
can be recycled into future reactions using ion exchange
or size exclusion chromatography or similar separation
techniques.

[0096] A poly(ethylene glycol)-modified hGH or agonist
variant thereof, namely chemically wmodified protein
according to the present invention, may be purified from
a reaction mixture by conventional methods which are used
for purification of proteine, such as dialysis, salting-
out, ultrafiltration, ion-exchange chromatography,
hydrophobic interaction chromatography (HIC), gel
chromatography and electrophoresis. Ion-exchange
chromatography is particularly effective in removing
unreacted poly(ethylene glycol) and hGH or agonist
variant thereof. In a further embodiment of the
invention, the mono- and di-polymer-hGH or agonist
variant thereof species are isolated from the reaction
mixture to remove high molecular weight species, and
unmodified hGH or agonist variant thereof. Separation is
effected by placing the mixed species in a buffer
solution containing from about 0.5-10 mg/mL of the hGH or
agonist variant thereof-polymer conjugates. Suitable
solutions have a pH from about 4 to about 10. The
solutions preferably contain one or more buffer salts
pelected from KCl, NaCl, K;HPO,, KH,PO,, Na,HPQ,, NaH;PO,,
NaHCO,, NaBO,, CHa.CO0,H, and NaOH.

[0097] Depending upon the reaction buffer, the hGH or
agonist variant thereof polymer conjugate solution may
first have to undergo buffer exchange/ultrafiltration to
remove any unreacted polymer. For example, the PEG-hGH or
agonist variant thereof conjugate solution can be
ultrafiltered across a low molecular weight cut-off
(10,000 to 30,000 Dalton) membrane to remove most
unwanted materials such as unreacted polymer,
surfactants, if #reaent, or the like.
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[0098] The fractionation of the conjugates into a pool
containing the desired species is preferably carried out
using an ion exchange chromatography medium. Such media
are capable of selectively binding PEG-hGH or agonist
variant thereof conjugates via differences in charge,
which vary in a somewhat predictable fashion. For
example, the surface charge of hGH or agonist variant
thereof is determined by the number of available charged
groups on the surface of the protein. These charged
groups typically serve as the point of potential
attachment of poly({alkylene oxide) polymers. Therefore,
hGH or agonist variant thereof conjugates will have a
different charge from the other species to allow
selective isolation.

[0099] Strongly polar anion or cation exchange resins
such as quaternary amine or sulfopropyl resins,
respectivély, are used for the method of the present
invention. Yon exchange resins are especially preferred.
A non-limiting list of included commercially available
cation exchange resins suitable for use with the present
invention are SP-hitrap®, SP Sepharose HP® and SP
Sepharose® fast flow. Other suitable cation exchange
resins e.g. S and CM resins can also be used. A non-
limiting list of anion exchange resins, including
commercially available anion exchange resins, suitable
for use with the present invention are Q-hitrap®, Q
Sepharose HP®, and Q sepharose® fast flow. Other suitable
anion exchange resins, e.g. DEAE resins, can also be
used.

[00100} Fof example, the anion or cation exchange resin
is preferably packed in a column and equilibrated by
conventional means. A buffer having the same pH and
osmolality as the polymer conjugated hGH or agonist
variant thereof solution is uased. The elution buffer
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preferably contains one or more salts selected from KC1,
NaCl, K;HPO,, KH,PO,, Na HPO,, NaH,PO,, NaHCO,, NaBO,, and
{NH,}2COs. The conjugate-containing solution is then
adsorbed onto the column with unreacted polymer and some
high molecular weight species not being retained. At the
completion of the loading, a gradient flow of an elution
buffer with increasing salt concentrations is applied to
the column to elute the desired fraction of polyalkylene
oxide-conjugated hGH or agonist variant thereof. The
eluted pooled fractions are preferably limited to uniform
polymer conjugates after the cation or anion exchange
separation step. Any unconjugated hGH or agonist variant
thereof species can then be back washed from the column
by conventional techniques. If desired, mono and multiply
pegylated hGH or agonist wvariant thereof species can be
further separated from each other via additional ion
exchange chromatography or size exclusion chromatography.
[00101] Techniques utilizing multiple isocratic steps
of increasing concentration of salt or pH can also be
used. Multiple isocratic elution steps of increasing
concentration will result in the sequential elution of
di- and then mono-hGH or agonist variant thereof-polymer
conjugates.

[00102) The temperature range for elution is between
about 4°C and about 25°C. Preferably, elution is carried

out at a temperature of from about 4°C to about 22°C. For
example, the elution of the PEG-hGH or agonist variant
thereof fraction is detected by UV absorbance at 280 nm.
Fraction collection may be achieved through simple time
elution profiles.

[60103] A surfactant can be used in the processes of
conjugating the poly{ethylene glycol) polymer with the
hGH or agonist variant thereof moiety. Suitable
gsurfactants include ionic-type agents such as sodium
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dodecyl sulfate (SDS). Other ionic surfactants such as
lithium dodecyl sulfate, quaternary ammonium compounds,
taurocholic acid, caprylic acid, decane gsulfonic acid,
etc. can also be used. Non-ionic surfactants can also be
used., For example, materials such as poly{oxyethylene)
sorbitans (Tweens), poly(oxyethylene) ethers (Tritons)
can be used. See also Neugebauer, A Guide to the
Properties and Usea of Detergents in Biology and
Biochemistry (1992) Calbiochem Corp. The only limitations
on the surfactants used in the procésaes of the invention
are that they are used under conditions and at
concentrations that do not cause substantial irreversgible
denaturation of the hGH or agonist variant thereof and do
not completely inhibit polymer conjugation. The
surfactants are present in the reaction mixtures in
amounts from about 0.01-0.5%; preferably from 0.05-0.5%;
and most preferably from about 0.075-0.25%. Mixtures of
the surfactants are also contemplated.

[00104] It is thought that the surfattants provide a
temporary, reversible protecting system during the
polymer conjugation process. Surfactants have been shown
to be effective in selectively discouraging pclymer
conjugation while allowing lysine-based or amino
terminal -based conjugation to proceed.

[00105]) The present poly(ethylene glycol)-modified hGH
or agonist variant thereof has a more enduring
pharmacological effect, which may be possibly attributed
to its prolonged half-life in vivo.

[00106] Another embodiment of the invention relates to
methods for the prevention and/or treatment of a disease
or disorder in which use of GH, preferably hGH is
beneficial, comprising administering to a patient in need
thereof a therapeutically effective amount of a
poly{ethylene glycol)-modified hGH of the invention or

agonist variant thereof, alone or in combination with
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another therapeutic agent. The invention also relate to
the use of a poly({ethylene glycol)-modified hGH of the
invention or agonist variant thereof in the manufacture
of a medicament for the prevention and/or treatment of a
digseage or disorder in which use of GH, preferably hGH is
beneficial. In addition, the invention also relates to a
pharmaceutical composition comprising a poly(ethylene
glycol) -modified hGH of the invention or agonist variant
thereof for the prevention and/or treatment of a disease
or disorder in which use of GH, preferably hGH is
beneficial.

[00107) Diseases or disorders in which the use of GH is
beneficial include, but are limited to, growth hormone
deficiency (GRD), adult growth hormone deficiency (aGHD),
Turner’'s syndrome, growth failure in children who were
born short for gestational age (SGA), Prader-willi
syndrome (PWS), chronic rxenal insufficiency (CRI), Aids
wasting, Aging, end-stage Renal Failure, Cystic Fibrosis,
Erectile dysfunction, HIV lipodystrophy, Fibromyalgia,
Osteoporosis, Memory disorders, Depression, Crochn’s
disease, Skeletal dysplasias, Traumatic brain injury,
Subarachnoid haemorrhage, Noonan’s syndrome, Down’s
syndrome, Idiopathic short stature (ISS), End stage renal
disease (ESRD), Very low birth weight (VLEW), Bone marrow
stem cell rescue, Metabolic¢ syndrome, Glucocorticoid
myopathy, Short stature due to glucocorticoid treatment
in children, and Failure of growth catching for short
premature children.

[00108) In a more specific embodiment of the invention,
the poly(ethylene glycol)-modified hGH of the invention
or agonist variants thereof are used in the prevention
and/or treatment of a disorders or diseases selected from
the group consisting of GHD, aGHD, SGA, PWS, Turner’'s
syndrome and CRI.
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[00109] In another more specific embodiment of the
invention, the poly(ethylene glycol)-modified hGH of the
invention or agonist variants thereof are used in the
prevention and/or treatment of a disorders or diseases
selected from the group consisting of idiopathic short
stature, very low birth weight, traumatic brain injury,
metabolic syndrome, and Nooran’s syndrome.

[00110] Another embodiment of the invention relate to
pharmaceutical compositions comprising a poly(ethylene
glycol) -modified hGH of the invention or agonist variant
thereof, alone or in combination with another therapeutic
agent, and at least one pharmaceutically acceptable
excipient or carrier. The present poly(ethylene glycol)-
modified hGH or agonist variant thereof may then be
formulated into pharmaceuticals containing also a
pharmaceutically acceptable diluent, an agent for
preparing an isotonic solution, a pH-conditioner and the
like in order to administer them into a patient.

{00111} The above pharmaceuticals may be administered
subcutaneously, intramuscularly, intravenously,
pulmonary, intraderwmally, or orally, depending on a
purpoee of treatment. A dose may be also based on the
kind and condition of the disorder of a patient to be
treated, being normally between 0.1 mg and 5 mg by
injection and between 0.1 mg and 50 mg in an oral
administration for an adult.

[00112] As used herein, the poly(ethylene glycol)-
modified hGH or agonist variants thereof of the present
invention may be used in combination with another
therapeutic agent. As used herein, the terms “co-
administration”, “co-administered” and “in combination
with”, referring to the compounds A and one or more other
therapeutic agents, is intended to mean, and does refer
to and include the following :
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- simultaneous administration of such combination of
A and therapeutic agent(s) to a patient in need of
treatment, when such components are formulated together
into a single dosage form which releases said components
at substantially the same time to said patient,

- substantially simultaneous administration of such
combination of A and therapeutic agent(s) to a patient in
need of tr;atment, when such components are formulated
apart from each other into sBeparate désage forme which
are taken at substantially the same time by said patient,
whereupon said components are released at substantially
the same time to said patient

- sequential administration of such combination of A
and therapeutic agent (s8) to a patient in need of
treatment, when such components are formulated apart from
each other into separate dosage forms which are taken at
consecutive times by said patient with a significant time
interval between each administration, whereupon said
components are released at substantially different times
to said patient; and

- sequential administration of such combination of A
and therapeutic agent(s) to a patient in need of
treatment, when such components are formulated together
into a single dosage form which releases said components
in a controlled manner whereupon they are concurrently,
consecutively, and/or overlappingly administered at the
same and/or different times by said patient.

[00113] Suitable examples of other therapeutic agents
which may be used in combination with A, their
pharmaceutically acceptable salts and/or their derived
forms include, but are by no mean limited to: aromatase
inhibitors such as exemestane, formestane, atamestane,
fadrozole, letrozole, vorozole and anastrozole; free
fatty acid regulators including fibric acid derivatives
(such as fenofibrate, clofibrate, gemfibrozil,
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bezafibrate and ciprofibrate) and nicotinic acid
derivatives such as acipimox; insulin sensitizing agents
including but not limited to biguanides such as
metformin, PPAR gamma insulin semsitizing agents and
thiazolodeniones such as troglitazone and rosiglitazone
Troglitazone, 5-[[4-[3,4-Dihydro-6-hydroxy-2,5,7,8-
tetramethyl-2H-] ~benzopyran-2-yl) methoxy)phenyl]lmethyl3
-2,4-thiazolidinedione V411 (DIABII, Glaucanin)
Pioglitazone (ACTOS, AD 4833, U 72107, U 72107A, U
72107E, 2ACTOS) Chemical Name: 2,4-Thiazolidinediocne, 5-
[[4-[2-(5~ethyl-2-pyridinyl) ethoxy]phenyl]lmethyl]-,
monohydrochloride, (a/-); Rosiglitazone (Avandia, BRL
49653, BRL 49653C) Chemical Name: 2,4 Thiazolidinedione,
5-[{4-[2- (methyl-2-

pyridinylarnino)ethoxyl phenyl]lmethyl]l ; 25 Bexarotene-oral
(LGD 1069 oral, Targretin oral, Targretin, Targretyn oral
Targrexin oral) Chemical Name: 4-{1-(3,5,5,8,8-
Pentamethyl-5,6,7,8-tetrahydro-2-naphthyl}
ethenyl]lbenzoic acid; ZD 2079, {(ICI D 2079) (Chemical
Name: :‘R) -N- [2-4~ (Carboxymethyl) 30 phenoxy]ethyl)-N-(2-
hydroxy-2-phenethyl) ammonium chloride: Netoglitazone,
{Isaglitazone, MCC 555, RWJ 241947) (Chemical Name: S~

[6 {2-Fluorobenzyloxy)naphthalen-2-ylmethyl]thiazolidine-
2,4-dione) ; INS (D-chiro-inositol) (Chemical Name: D~
1,2,3,4,5,6- Hexabydroxycyclchexane), ON 2344 (DRF 2593);
Dexlipotam, Chemical Name: 5(R)-(1,2-Dithiolan-3-yl)
pentaloic 35 acid; HQL 975, Chemical Name: 3-[4- [2-(5-
Methyl-2-phenyloxazol-4-yl) ethoxy]phenyl] -2(S)-
{(propylamino) propionic acid; YM 268, Chemical Name:

5,5’ ~Methylene-bis(1, 4-phenylene)bismethylenebis
(thiazolidine-2,4-dione). I PPAR agonists under
development include: Reglitazar (JIT S01, PNU 18§716, PNU
716) (Chemical Name: Isoxazolidien-3, 5-dione, i 4-[{4-
(2-phenyl-5-methyl) -1, 3-oxazolyl] ethoxyphenyl-4] methyl-,
(4RS)); I(RP 297, Chemical Name: 10 5-(2,4-
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DioXothiazolidin-5-ylmethyl)-2-methoxy-N- [4-
(trifluoromethyl) benzylbenzamide; R 119702 (CI 1037, CS
011l) ChemicalName: (/-)-5-[4-(5-Methoxy- 1H benzimidazol-
2-ylmethoxy)benzyl] thiazolin-2,4-dione; hydrochloride;
15 DRF 2189, Chemical Name: 5-[[4-[2-(1-

Indolyl)ethoxy] phenyl]lmethyl] thiazolidine-2,4-dione;
cortisol synthesie inhibitors such as Ketoconazole,
econazole or miconazole; growth hormones such as
somatropin or somatonorm and their derivatives such as
human growth hormone fusion proteins such as ALBUTROPIN;
polyethylene glycol growth hormones such as the cysteine-
pegylated growth hormone, BT 005 (Bolder BioTechnology
Inc.); growth hormone secretagogues such as, for example,
SM 130686 (Sumitomo) capromorelin {(Pfizer), mecééermin
(Fujisawa), sermorelin (Salk Institute, Bio-Technology
General), somatrem, somatomedin (C Llorente; Pharwmacia
Corporation) examorelin, tabimorelin; CP 464709 (Pfizer),
LY 426410 and LY 444711 (Lilly); 8- (aminocalkoxyimino) -8H-
dibenzol[a,eltriazolo[4,5-c)cycloheptenes as disclosed in
WO02002057241, 2-substituted dibenzola,e}l,2,3-
triazolo[4,5-c] [7]annulen~B-ones as described in
WO02002056873 growth hormone releasing peptides GHRP-6 and
GHRP-1 as described in U.S. Patent No. 4,411,890, and
publications WO 89/07110, WO 89/07111, B-HTS20,
hexarelin and GHRP-2 as described in WO 93/04081 or
growth hormone releasing hormone (GHRH, also designated
GRF) and its analogs, somatomedins including IGF-1 and
IGF-2 and their derivatives such as SomatoKine - a
recombinant fusion of insulin-like growth factor-1 and
its binding protein, BP-3, alpha-2-adrenergic agonists
such as clonidine, xylazine, detomidine and medetomidine
or serotonin S5HTID agonists such as surnitriptan or
agents which inhibit somatostatin or its release such as
physostigmine and pyridostigmine, ThGRF 1-44
(Theratechnologies); L 165166 (Merck & Company) ;
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dipeptide derivatives as described in W0O9858547,
Inhibitors of dipeptidyl peptidase IV such as amino-
acylpyrrolidine nitrile as described in US6521644,
WO95/15309 and W098/19998; Beta-amino heterocyclic
dipeptidyl peptidase inhibitors such as those described
in US20030100563 and W02003082817; growth hormone
releasing compounds as described in US20030055261,
US20030040483, EP 18 072, EP 83 864, WO 89/07110, WO
89/01711, WO 89/10933, WO 88/9780, WO 83/02272, WO
91/18016, WO 92/01711, WO 93/04081, WO 9514666,
EP0923539, U.S. Patent Nos. 5,206,235, 5,283,241,
5,284,841, 5,310,737, 5,317,017, 5,374,721, 5,430,144,
5,434,261, 5,438,136, 5,494,919, 5,494,920, 5,492,916,
5,536,716 and 5,578,593, WO 94/13696, WO 94/19367, WO
95/03289, WO 95/03290, WO 95/09633, WO 95/11029, WO
§5/12598, WO 95/13069, WO 95/14666, WO 95/16675, WO
95/16692, WO 95/17422, WO 95/17423, WO 955/34311, and WO
96/02530, Piperidines, pyrrolidines and hexahydro-1H-
azepines as described in US5804578, US5783582,
W02004007468, AMIDC SPIROPIPERIDINES such as those
described in WO0104119, 2-amino-5-pyrimidine acetic acid
compounds including 2-([(5,6-Dimetlhyl-2-
benzoimidazolyl)amineo] -4-hydroxy-6-methyl-S-pyrimidine
acetic acid (2) and 2-[(5,6-Dimethyl-2-
benzoimidadazolyl)amino] -4 -hydroxy-6-methyl-5~- pyrimidine
acetic acid, ethyl ester as described in US6329383,
benzimidazoles as described in EP1155014, analogous
peptidyl compounds related to GRF and the peptides of
U.S. Patent 4,411,890, antagonists of gonadotropin
releasing hormone such as those described in W00170228,
WO00170227, W00170228, WO0069433, WO0004013, W09951S6,
WO9951595, W09951231-4, W09941251-2, WO9921557, W09921553
and 6-AZAINDOLE COMPOUNDS ae described in WO0053602,
WO0053185, WO0053181, WO0053180, WO0053179, WO0053178,
US6288078; 1IGF-1 secretagogues; insu}}n-like growth

29



WO 2005/079838 PCT/IB2005/000171

factor-2 (IGF- 2 or somatomedin A) and IGF-2
secretagogues; myostatin antagonists and compounds which
inhibit fibroblast growth factor receptor-3 (FGFR-3)
tyrosine kinase.

[00114]) The polymeric substances included are also
preferably water-soluble at room temperature. A non-
limiting list of such polymers include poly{alkylene
oxide) homopolymers such as poly{ethylene glycol) or
poly {propylene glycols), peoly(oxyethylenated polyols),
copolymera therecf and block copolymers thereof, provided
that the water solubility of the block copolymers is
maintained.

[00115] As an alternative to PEG-based polymers,
effectively non-antigenic materials such as dextran,
poly(vinyl pyrrolidones), poly{acrylamides), poly(vinyl
alcohols), carbohydrate-based polymers, and the like can
be used. Indeed, the activation of o- and e¢-terminal
groups of these polymeric substances can be effected in
fashioné gimilar to that used to convert poly(alkylene
oxidea) and thus will be apparent to those of ordinary
skill. Those of ordinary skill in the art will realize
that the foregoing list is merely illustrative and that
all polymer materials having the qualities described
herein are contemplated. For purposes of the present
invention, "effectively non-antigenic" means all
materials understood in the art as being nontoxic and not
eliciting an appreciable immunoéenic regponse in mammals.

Definitions
[00116) The following is a list of abbreviations and
the corresponding meanings as used interchangeably
herein:

g gram{s}
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ng milligram(s)
ml or mL milliliter(s)
RT room temperature
PEG poly (ethylene glycol)
[00117] The complete content of all publications,,

patents, and patent applications cited in this disclosure
are herein incorporated by reference as if each
individual publication, patent, or patent application
were specifically and individually indicated to be
incorporated by reference.

[00118) Although the foregoing invention has been
described in some detail by way of illustration and
example for the purposes of clarity of understanding, it
will be readily apparent to one skilled in the art in
light of the teachings of this invention that changes and
modifications can be made without departing from the
spirit and scope of the present invention. The following
examples are provided for exemplification purposes only
and are not intended to limit the scope of the invention,
which has been described in broad terms above.

[00119] In the following examples, the hGH is that of
SEQ ID NO:1. It is understood that other members of the
hGH or agonist variant thereof family of polypeptides
could also be pegylated in a similar manner as
exemplified in the subsequent examples.

51



-WO 2005/079838 PCT/IB2005/000171

EXAMPLES

Example 1
Branched 40,000 MW PEG-butyrylaldhyde hGH

MPEG—0—C—N""  C—N—{(CH,CH,0)CH,CH,CH,CH
H ] ' 3

[00120) This example demonstrates a method for generation
of substantially homogeneous preparations of N-terminally
monopegylated hGH by reductive alkylation. Methoxy-
branched PEG-butyrylaldehyde reagent of approximately
40,000 MW (Shearwater Corp.) was selectively coupled via
reductive amination to the N-terminue of hGH by taking
advantage of the difference in the relative pK, value of

the primary amine at the N-terminus versus pK, values of
primary amines at the €-amino position of lysine
residues. hGH protein dissolved at 10 mg/mL in 25 mM
Hepes (Sigma Chemical, St. Louis, MO) pH 7.0, (optionally
25 mM MES (Sigma Chemical , St. Louis, MO) pH 6.0, 10 mM
Sodium Acetate (Sigma Chemical , St. Louls, MO) pH 4.5),
was reacted with Methoxy-PEG- butyrylaldehyde, M-PEG-ALD,
(Shearwater Corp., Huntsville, AL) by addition of M-PEG-
ALD to yield a relative PEG:hGH wmolar ratio of 2:1.
Reactions were catalyzed by addition of stock 1M NaCNBH,
(sigma Chemical , St. Louis, MO), dissolved in H;0, to a
final concentration of 10-50 mM. Reactions were carried
out in the dark at RT for 1B-24 hours. Reactions were
stopped by addition of 1 M Tris (Sigma Chemical, St.
Louis, MO) ~pH 7.6 to a final Tris concentration of 50 mM
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or diluted into appropriate buffer for immediate
purification.

[00121] Table 1 shows the ‘percent, as determined by Size
Exclusion Chromatography, of multi-PEGylated species,
mono-PEGylated conjugate, un-reacted PEG, and final
purification yield for 40K branched PEG-aldehyde and 40K
branched PEG-butyrylaldehyde. The PEG-butyrylalehyde
results in increased mono-PEGylated conjugate, decreased
levels of un-reacted PEG, and increased final yield
compared to PEG-aldehyde.

TABLE 1

Comparison of 40K Branched PEG-ALD-hGH and
40K branched PEG-Butyrylaldehyde-hGH

cies in the reaction
mix:
40K PEG-aildehyde 40K PEG-
hGH butyrylaldehyde-hGH
multi-PEG product 4.02% 5.03%
mono-PEG product 48.70% 61.02%
un-reacted hGH 41.80% 29.20%
Final purification yield 30.80% 44.70%

Example 2
Straight Chain 30,000 MW PEG-butyrylaldehyde hGH

[00122] Methoxy-~linear 30,000 MW PEG-butyrylaldehyde
reagent is coupled to the N-terminus of hGH using the
procedure described for Example 1.
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Example 3
Straight chain 20,000 MW PEG-butyrylaldehyde hGH

[00123] Methoxy-linear 20,000 MW PEG-butyrylaldehyde
reagent is coupled to the N-terminus of hGH using the

procedure described for Example 1.

Example 4
Purification of Pegylated hGH

[00124) Pegylated hGH species were purified from the
reaction mixture to >95% (SEC analysis) using a single

ion exchange chromatography step.

Anion exchange chromatography

[00125] The PEG hGH species were purified from the
reaction mixture to >95% (SEC analysig) using a single
anion exchange chromatography step. Mcno-pegylated hGH
was purified from unmodified hGH and multi-pegylated hGH
specieg using anion exchange chromatography. A typical
20K butyrylaldehyde hGH reaction mixture (S-100 mg
protein), as described above, was purified on a Q-
Sepharose Hitrap column (1 or 5 mL) (Amersham Pharmacia
Biotech, Piscataway, NJ) or Q-Sepharose fast flow column
(26/20, 70 mL bed veclume) (Amersham Pharmacia Biotech,
Piscataway, NJ) equilibrated in 25 mM HEPES, pH 7.3
(Buffer A). The reaction mixture was diluted 5-10X with
buffer A and loaded onto the column at a flow rate of 2.5
mL/min. The column was washed with 8 column volumes of
buffer A. Subsequently, the various hGH species were
eluted from the column in 80-100 column velumes of Buffer
A and a linear NaCl gradient of 0-100 mM. The eluant was
monitored by absorbance at 280 nm (Agzs) and 5 mbL
fractione were collected. Fractions were pooled as to

extent of pegylation, e.g., mono, di, tri etc. (as
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assegsed in example 15). The pool was then concentrated
to 0.5-5 mg/mL in a Centriprep YM10 concentrator {(Amicon,
Technology Corporation, Northborough, MA). Protein
concentration of pool was determined by RAag using an
extinction coefficient of 0.78

Cation Exchange Chromatography

[00126]) cCation exchange chromatography is carried out on
an SP Sepharose high performance column (Pharmacia XK
26/20, 70 ml bed volume) equilibrated in 10 mM sodium
acetate pH 4.0 (Buffer B). The reaction mixture is
diluted 10X with buffer B and loaded onto the column at a
flow rate of 5 mL/min. Next the column is washed with 5
column volumes of buffer B, followed by 5 colummn volumes
of 12% buffer C (10 mM acetate pH 4.5, 1 M NaCl).
Subesequently, the PEG-hGH species are eluted from the
column with a linear gradient of 12 to 27% buffer C in 20
column volumes. The eluant is monitored at 280 nm and 10
mL fractions were collected. Fractions are pooled
according to extent of pegylation (mono, di, tri etec.),
exchanged into 10 mM acetate pH 4.5 buffer and
concentrated to 1-5 mg/mL in a stirred cell fitted with
an Amicon YM10 membrane. Protein concentration of pool
is determined by A280 nm using an extinction coefficient
of 0.78.

Example 5

Biochemical Characterization
[00127] The purified pegylated hGH pools were
characterized by non-reducing SDS-PAGE, non-denaturing

Size Exclusion Chromatography, and peptide mapping.

Size Exclusion High Performance Liquid Chromatography
(SEC-HPLC)
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Non-denaturing SEC-HPLC

[00128] The reaction of Methoxy-PEG of various
attachment chemistries, sizes, linkers, and geometries
with hGH, anion exchange purification pools and final
prurified products were assessed using non-denaturing SEC-
HPLC. Analytical non-denaturing SEC-HPLC was carried out
using a column, Superdex 200 7.8 mm X 30 cm, {(Amersham
Bioscience, Piscataway, NJ) in 20 mM Phosphate pH 7.2,
150 mM NaCl at a flow rate of 0.5 mL/minute (optionally
Tosohaas G4000PWXL Amersham Bioscience, Piscataway, NJ).
PEGylation greatly increases the hydrodynamic volume of
the protein resulting in a shift to an earlier retention
time. New species were cobserved in the PEG aldehyde hGH
reaction mixtures along with unmodified hGH. These
PEGylated and non-PEGylated species were separated on Q-
Sepharose chromatography, and the resultant purified mono
PEG-Aldehyde hGH species were subsequently shown to elute
as a single peak on non-denaturing SEC (> 95% purity).
The Q-Sepharose chromatography step effectively removed
free PEG, hGH, and multi PEGylated hGH species from the
mono-Pegylated hGH

Denaturing SEC-HPLC

[00129) The reaction of the butyrylaldehyde
polyethylene glycols with hGH, anion exchange
purification, and final purified products are assessed
uging denaturing SEC-HPLC. Analytical denaturing SEC-
HPLC is carried out using a Toschaas 3000SWXL column 7.8
mmn X 30 cm (Toschaas Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ)
in 100 mM Phosphate pH £€.8, 0.1% SDS at a flow rate of
0.8 mL/minute. PEGylation greatly increases the
hydrodynamic volume of the protein resulting in a shift
to an earlier retention time. PEGylated and non-PEGylated

species are separated on Q-Sepharose chromatography
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SDS PAGE/PVDF transfer

[00130] SDS-PAGE was used to assess the reaction PEG
butyrylaldehyde with hGR and the purified final products.
SDS-PAGE was carried out on-1 mm thick 10-20% Tris
tricine gels {(Invitrogen, Carlsbad, CA) under reducing
and non-reducing conditions and stained using a Novex
Colloidal Coomassie™ G-250 staining kit (Invitrogen,
Carlsbad, CA). Bands are blotted onto PVDF membrane for
subsequent N-terminal sequence identification.

Apalytical anion exchange HPLC

[00131] .. The PEG butyrylaldehyde/hGH reaction mixture,
anion exchange purification fractions, and final purified
products were assessed using analytical anion exchange
HPLC. Analytical anion exchange HPLC was carried ocut
using a Toschaas Q5PW or DEAE-PW anion exchange column,
7.5 mm x 75 mm (Tosohaas Pharmacia Biotech, Piscataway,
NJ) in 50 mM Tris ph 8.6 at a flow rate of 1 mL/min.
Samples were eluted with a linear gradient of 5-200 mM
NaCl.

N-terminal Sequence and Peptide Mapping

[00132]) Automated Edman degradation chemistry was used
to determine the NH;-terminal protein sequence. An
Applied Biosystems Model 494 Procise sequencer (Perkin
Elmer, Wellesley, MA) was employed for the degradation.
The respective PTH-AA derivatives were identified by RP-
HPLC analysis in an on-line fashion employing an Applied
Biosystems Model 140C PTH analyzer fitted with a Perkin
Elmer/Brownlee 2.1 mm i.d. PTH-C18 column.

[00133] Tryptic digest were performed at a
concentration of 1 mg/mL and typically 50 ug of material
is used per digest. Trypsin was added such that the
trypein to PEG-hGH ratio was 1:30 (w/w). Tris buffer was
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present at 30 mM, pH 7.5. Samples were incubated at room
temperature for 16 + 0.5 hours. Reactions were quenched
by the addition of 50 pL of 1N HC1l per mlL of digestion
solution. Samples were diluted, prior to placing the
samples in the autosampler, to a final concentration of
0.25 mg/ml in 6.25 % acetonitrile. BAcetonitrile was
added first (to 19.8% acetonitrile), mixed gently, and
then water is added to final volume (four times the
starting volume). Extra digestion solution may be
removed and stored for up to 1 week at -20°C.

[00134) A Waters Alliance 2695 HPLC system was used for
analysis, but other systems should produce similar
resultse. The column used was an Astec C-4 polymeric 25
cm x 4.6 mm column with 5 pum particles. Experiments were
conducted at ambient temperature on a typical load of 50
ng of protein per sample. Buffer A is 0.1%
trifluorcacetic acid in water; buffer B is 0.085%
trifluorcacetic acid in acetonitrile. The gradient was

as follows:

Time A% B% C% D% Flow Curve
.00 0.0 0.0 100.0 0.0 1.000 1
80.00 0.0 0.0 55.0 45.0 1.000 6
80.10 0.0 0.0 0.0 100.0 1.000 6
91.00 0.0 0.0 0.0 100.0 1.000 6
* 91.10 .0 0.0 100.0 0.0 1.000 6
95.00 0.0 0.0 100.0 0.0 1.000 6
[00135] The column is heated to 40°C using a heat

jacket. Peaks were detected using a Wateras 996 PDA
detector collecting data between 210 and 300 nm. The
extracted chromatogram at 214 nm was used foxr sample
analysis.

[00136] Tryptic maps were performed for hGH, 40K
branched PEG-aldehyde, and 40K branched butyrylaldehyde
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(Figure 1). The N-terminal tryptic fragment was referred
to as T-1. The percent T-1 present compared to
unPEGylated hGH is shown in Table 2. This data suggest
that 90% of the PEG modification is at the N-terminus
with remainder apparently linked to one of several
possible lysine residues using PEG-aldehyde compared to
greater than 98% at the N-terminus using PEG-

butyrylaldehyde.
TABLE 2
% T-1 present
% T~1 compared to
resent unPEGylated hGH
hGH 28.0%
IPEG-aldehyde/hGH 2.6% 9.2%
EG-

butyrylaidehyde/hGH 0.3% 1.2%
Example 6

Pharmacodynamic Studies

Rat weight Gain

[00137]) Female Sprague Dawley rats, hypophysectomized at
Taconic lLabs, were prescreened for growth rate for a
period of 7 to 11 days. Rats were divided into groupe of
eight. Group 1 consisting of rats given either daily or
day 0 and day 6 subcutaneous dose of vehicle. Group 2

were given daily subcutaneous dose of GH (30ug/rat/dose).

Group 3 were given subcutaneous hoses of GH on day 0 and
day 6(180ng/rat/dose). Group 4 were given subcutaneous-
doses of 40k branched PEG-butyrylaldehyde-hGH on day 0,6
(180pg/rat/dose) . Hypophysectomized rats were monitored
for weight gain by weighing at least every other day
during the study. Figure 3 & 4.
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Rat tibia length
[00138] Animals in 11 Day weight gain studies at day 11
were pacrificed, left tibias were removed and X-rayed and

bone lengths were measured using a caliper. Figure 5

IGF-1 Studies

[00139] Animals from six-day weight gain.studies were
used. Blood samples were taken at the various times
during the study and the serum IGF-1 levels determined by
ELISA. Figure 6

Serum biochemistry studies

[00140) Animals in 11 Day weight gain studies were used to
evaluate serum biochemistry values on Day 7 following
cumulative administration of 1.8 mg/kg on Day 0 and 6 as
shown in Table 3.
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- Table 3
Assay Vehicle (11 days ath:iGog pe/kg/day) (18 “_‘Egg{_ﬂlﬂﬂ_
(%E) 4.0740.04 4.06:0.05 4.1820.03%¢
(g? 31115 309416 28014
(fsn.}) 53.642.4 511222 51.342.6
(BUU,L];? 149+7 13124 137211
(mgﬂl-) 37.421.6 26.741.5% 27.9+0.6*
("E',:od,“) 10.9£0.1 11.540.1% 11.0+0.1¢
(ngg) £5.142.8 76.953.6% 115.342.8%
g“ ,g’;‘;g 0.6220.02 0.6040.01 0.59+0.01
(o) 73.424.7 79.654.7 67.18.9
Phos
® % o) 8.26+0.28 9.59+0.16* 8.4210.23¢
%‘i’ 6.3620.10 6.4840.10 6.39+0.06
.
O s
Tﬁsﬁmﬂ?id“ 57-4,1,4-0 4'; 8:|:5 7 45 7=|:3 '9“
a]ifi) 786472 762494 914189
("""K o) 147305 1460.8 14540.6*
K 5.9440.09 f’ 3120.16° 6.71£0.17%¢
(mgm 10320.5 10240.5 102:0.6

* p <0.10 vs Vehicle, T p <0.05 vs hGH.

ALB, albumin; ALP, Alkaline Phosphatase; ALT, alanine aminotransferase; AST, aspariate
aminotransferase; BUN, blood urea nitrogen; Ca™, calcium; Chol, cholesterol; CRE, creatinine;
Phos, phosphate; TP, total protein; TBA, total bile acid; SDH, sorbitol dehydrogenase; LDH, lactic
dehydrogenase; Na®, sodium; K, potassium; CJ, chlarine.

[00141] Blood urea nitrogen concentration at Day 11
decreased significantly (p <0.10) by the same extent
relative to the vehicle group in the hGH- and PHA-794428-
treated animals. This is indicative of increased

nitrogen utilization as a result of ‘new protein aynthesis

during enhanced growth.
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Pharmacokinetic Studies

[00142] Pharmacokinetic studies were conducted in normal,
cannulated Sprague-Dawley male rats. Injections were
made ag a single subcutaneous bolus of 100ug/kg/rat GH or
PEG-GH using six rats per group. Blood samples were
taken over one to five days as appropriate for assessment
of relevant PK parameters. GH and PEG-GH blocd levelp

were monitored at each sampling uging immuno-assay.

hGH Immunoassay

[00143] hGH and pegylated hGH protein concentration levels
in mouse and cynomolgus monkey plasma were determined
using the hGE AutoDELFIA kit fluorescence immuncassay
(PerkinElmer). Rat and human IGF-1 levels were monitored
by immunoassay kit (Diagnostic System Laboratories)

Non-compartmental Pharmacokinetic Properties for hGH-PEG
conjugate of Example 1 in Non-human Primates.

[00144] The hGH-PEG conjugate of Example 1 was
administered to cynomolgus monkeys as 0.18 mg/kg
intravenous (iv) or subcutaneous (sc) bolus injections
{(Table 4). PK parameters were determined using mean data
for n=3 animale. Plasma concentrations were measured
using the AutoDELFIA kit fluorescence immuncassay
{(PerkinElmer) and a standard curve pre-determined for the
PEG-GH conjugate.

Table 4

Dose (mg/kg) iv 0.18 / scC

0.18
CL, iv (ml/hr/kg) 0.8
vVas (ml/kg) 28.0
T1/2, iv (hr) 25.0
T1/2, sc (hr) 61.2
SC AUC (ug/mivhr) 195
SC Bioavailability (%) 84
Tmax, sc¢ (hr) 32
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WHAT IS CLAIMED 1S8:
1. A method for the prevention and/or
5 treatment of a disease or disorder in which use of

10

15

20

30

growth hormone is beneficial, comprising
administering to a patient in need thereof a
therapeutically effective amount of a poly(ethylene
glycol)-modified hGH having the structure of formula
I or II,

mPEG—O—C-NH

CH_ W
mrao—o—g‘——g \tI:-N_(CH,CI-l,O).(CH,),,cu,.NH-n

0
Formula I
or
MPEG-O(CH;CH20),{CH2)nCH-NH-R
Formula II
wherein

n is an integer between 1 and 10;

m is an integer between 1 and 10;

R is human growth hormone or methionyl growth
hormone,

alone or in combination with another therapeutic
agent, wherein said disease or disorder in which use
of growth hormone is beneficial is selected from the
group consisting of Erectile dysfunction, HIV
lipodystrophy, Fibromyalgia, Osteoporosis, Memory
disorders, Depression, Crohn’'s disease, Skeletal
dysplasias, Traumatic brain injury, Subarachnoid
haemorrhage, Noonan’s syndrome, Down’s syndrome,
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Idiopathic short stature (ISS), End stage renal

PCT/IB2005/000171

disease (ESRD), Very low birth weight (VLBW), Bone

marrow stem cell rescue, Metabolic syndrome,
Glucocorticoid myopathy, Short stature due to

glucocorticoid treatment in children, and Failure of

growth catching for short premature children.

2. The method of claim 1, wherein said disease

or disorder in which use of GH is beneficial is
selected from the group consisting of idiopathic

short stature, very low birth weight, traumatic brain
injury, metabolic syndrome, and Noonan‘s syndrome.

3, The method of either claim 1 or 2, wherein

n equals 4 and m equals 3.

4. The method of claim 3, wherein said
poly (ethylene glycol)-modified hGH is having the

structure of formula I with n equals 4 and m equals

3.

5 The method of claim 1, wherein said human

growth hormone comprises the amino acid sequence
SEQ ID NO:1.

6. The method of claim 5, wherein greater
90% of said polyethylene glycol is conjugated to
amino-terminal phenylalanine of the amino acid
sequence of SEQ ID NO:1.

7. The method of claim 6, wherein greater
95% of said polyethylene giycol is conjugated to
amino-terminal phenylalanine of the amino acid
segquence of SEQ ID NO:1.

of

than

an

than
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8. The method of claim 1, wherein each mPEG -
| hae a molecular weight of about 20 kDa.

S. A composition comprising a human growth
5 hormone-PEG conjugate of formula I or II in
combination with another therapeutic agent, and at
least one pharmaceutically acceptable carrier.

i
N
mPEG"O-—C—E ﬁ-N—(CH,CH,O).(CI-I,),,CH,—NH-R
0

10 Formula I

or
MPEG-O(CH,CHz0)n(CHa)nCH-NH-R
15 Formula II

wherein
n is an integer between 1 and 10;
m is an integer between 1 and 10;
20 R is human growth hormone or methionyl growth

hormone.

10. The composition of claim 9, wherein
said poly(ethylene glycol)-modified hGH is having the
25 structure of formula I with n equals 4 and m equals
3.
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Phe
Ala
Phe
Pro
Gln
Pro
Leu
Ser
Phe
Asn
Ile
Pro
Lys
Leu
AsSp
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Pro
Met
ASD

Lys

Ser
Glu
Trp
Ala
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Gln
Arg

Phe
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Met

Cys

Leu
Thr
Glu
Ser
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Leu
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Asn
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Asp
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Asp
Arg

SEQ. ID NO.: 1

Ile

Arg

Gln

Leu

Leu
Glu
Ser
ASD
Leu
Gly

Thr

Lys

Ser

Pro
Ala
Gln
Lys
Cys
Glu

Pro
Leu
Leun
Met
Gln
Asn
Gly
Val
Val

2/6

FIG.

Leu
His

Glu

Phe
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Ile
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val
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Gly
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Ser
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Glu

Glu

2

Ser
Arg
Phe
Ser
Ser
Thr
Ser
Gln
Tyr
Lys

Phe
His
Leu
Thr
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Glu
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Glu
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Cys
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Phe
Gln
Ala
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Ile
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Ser
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Ser
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Glu
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Ala

Ile

Phe
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Ile
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Thr
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SEQUENCE LISTING

<110> Pharmacia Corporation
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<120> N-TERMINALLY MONCPEGYLATED HUMAN GROWTH HORMONE CONJUGATES,
PROCESS FOR THEIR PREPARATION, AND METHCODS OF USE THEREOF

<130> 32152A

<150> 10/771895
<151> 2004-02-04

<160>

1l

<170> PatentIn version 3.2
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<211>
<212>

l
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<213> Homo

<400>
he Pro
1
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Gln Thr
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Glu Glu
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Phe Ala
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130

1

Thx

Ile
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Lys

115

Gly
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Leu

20

Ile

Gln

Gln

8er

100

Asp

Serxr

Pro Leu Ser Arg Leu

His Gln Leu Ala Phe
25

Pro Lys Glu Gln Lys
40

Cys Phe Ser Glu Ser
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Gln Lys Ser Asa Leu
70

S8er Trp Leu Glu Pro
g5

Leu Val Tyr Gly Ala
' 105

Leu Glu Glu Gly Ile
120

Pro Arg Thr Gly Gln
135

Phe
10

Asp

Ile

Glu

val

90

Ser

Gln

Ile

Asp Asn

Thr Tyr

Ser Phe

Pro Thr
60

Ala Mst Leu Arg
15

Gln Glu Phe Glu
30

Leaun Gln Asn Pro
45

Pro Ser Asn Arg

Leu Leu Arg Ile Ser Leu

75

Gln Ber

Asp Ser

Thr Leu
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110

Met Gly Arg Leu
125

Gln Thr Tyr Ber

57\



52~

PCT/1B2005/000171

INTERNATIONAL SEARCH REPORT F Appilcron No
C

R e

According to Intemational Patent Clasalfication {IPC) or to both natlonal classHication and 1PC

B. FIELDS SEARCHED

Mmmum documantation rched (classification ayetem fakowed by ciagsificar
e 7 ROk hon eymek)

Documeniation searchad cther than nmurumum documentation ta tha axtent that such documents are Inciuded In the fields searched

Electroruc daia bage consulted dunng the ntemational search (name of deta base and, where pracilcal, search terms used)
EPO-Internal, WPI Data, PAJ, BIOSIS

C. DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT

Cetegory * | Crintion of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages Relovant 1o cialm No.

X US 2004/142870 A1 (FINN RORY F) 1-10
22 July 2004 (2004-07-22)
the whole document

A WO 03/044056 A (PHARMACIA CORPORATION; 1-10
FINN, RORY, F; LAQ, WEI; SIEGEL, NED, R;
BOX RO) 30 May 2003 (2003-05—30)

cited in the application

the whole document

Further documents are Lsted In the continuatian of box € m Patent family members are Bsted n annex.
oo " T e ettt g g e
"A* document o the genera) stols of the art which Is not n

na M’g"b'"gdp‘m T2 Cinie ot cied 1 underatand e principie or theory undnmuu
"E' aarher document but published on or alter the International " mo‘mmmmhm trvantion
" &mmm throw doubts oMty claimy hm nvanive MIW?:;‘::.mh m‘:m
on Cl a) D|
which & cried U%MMpMaﬁon dﬂlldll‘lﬂ{h:f - er::; mm':pm tho claimed nvention
citation or other special resson (ss speciied) cannct be conskisred to Involve en inventive stap when the
'O'Gounmnlrelerdmlnnmldlsdomm exhibibon or document 5 combined with one or more other such docy-
mnh.weonbhﬂnnbobnmba peraon skillad
mmmmdmnmuumm filng date but In the
tatar than the pnority dats claimed %" mmdmmmmm
Daté of ths actual completion of tha inlsrnational search Date of maiing of the intemalional eeamh report
10 May 2005 20/06/2005
Nama and mafling eddress of the 16A Authordaed officer
Europaan Putent Office, P.B. 5818 Patoniiann 2
T"i(mwmmm 851 epo nl,
Fax (+31- o Eﬂﬂ], B

Form PGTASA210 (second sheel) (Jamzary 2004)



10

15

20

‘5

30

35

PC32152A
-1-

La presente solicitud rewvindica la prioridad de la solicitud de EE.UU. n®
10/771895, presentada el 4 de Febrero, 2004, que se incorpora como referencia en su
totalidad como si se escribiera en la presente memona.

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a una modificacibn quimica, que incluye
PEGilacion, de la hormona del crecimiento humana (hGH) y sus variantes agonistas,
mediante la cual se pueden cambiar las propiedades quimicas y/o fisiolégicas de la
hGH. La hGH PEGilada puede tener un mayor tiempo de permanencia en el plasma,
menor velocidad de aclaramiento, mejor estabilidad, menor antigenicidad, menor
heterogeneidad de PEGilacion o una de sus combinaciones. La presente invencién
también se refiere a procedimientos para modificar la hGH. Ademas, la presente
invencidn se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden la hGH
modificada. Una realizacién adicional es el uso de la hGH modificada para el
tratamiento de trastornos del crecimiento y desarrollo.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La hormona del crecimiento humana (hGH) es una proteina que comprende
una sola cadena de 191 aminodcidos reticulada por dos pueden disulfuro, y la forma
mondémera tiene un peso molecular de 22 kDa. La GH humana es segregada por la
glandula pituitaria, y también se puede producir por ingenieria genética recombinante.
La hGH produciré crecimiento en todos los tejidos corporales que pueden crecer. La
hGH juega un papel importante, no sélo en la promocién del crecimiento en la fase de
crecimiento de los seres humanos, sino también en el mantenimiento de la
composicién corporal, anabolismo, y metabolismo de lipidos normales (K. Bameis. and
U. Keller, Baillieres Clin. Endocrinol. Metab. 10:337 (1996)).

La hGH recombinante ha estado disponible en el comercio durante varios anos.
En el mercado se encuentran dos tipos de preparaciones de hGH recombinante
terapéuticamente dtiles: la auténtica, p. ej. Genotropin® o Nutropin®, y un anélogo con
un resto de metionina adicional en el extremo N-terminal, p. ej. Somatonorm®. La hGH
se usa para estimular el crecimiento lineal en paciente con enanismo hipofisario
denominado también deficiencia de la hormona del crecimiento (DHC) o sindrome de
Turner, pero también se han sugerido otras indicaciones incluyendo el tratamiento a
largo plazo del retraso de crecimiento en ninos que nacieron pequefos para la edad
gestacional, para el tratamiento de pacientes con sindrome de Prader-Willi (SPW),
insuficiencia renal crénica (IRC), emaciacion por SIDA, y envejecimiento. Los pacientes
con deficiencia de la GH en adultos (DHCa) tienen diferentes problemas, tales como
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cambios caracteristicos de la composicidn corporal incluyendo aumento de la masa de
grasa, disminucién de la masa magra corporal y fluido extracelular, y reduccion de la
densidad mineral 6sea, anomalias metabdlicas de los lipidos y disfuncién
cardiovascular. Muchos de estos problemas mejoran con la terapia de sustitucion con
hGH (J. Verhelst J and R., Abs. Drugs.; 62:2399 (2002)).

Un efecto biol6gico pnncipal de la hormona del crecimiento (GH) es promover el
crecimiento en mamiferos jovenes y mantener los tejidos en los mamiferos mayores.
Entre los sistemas de drganos afectados se incluyen el esqueleto, tejido conjuntivo,
musculos, y visceras tales como higado, intestino, y rifiones. Las hormonas del
crecimiento ejercen su efecto por la interaccion con receptores especificos en la
membrana de la célula objetivo. La hGH es un miembro de la familia de hormonas
homélogas que incluye lactégenos placentales, prolactinas, y otras variantes de
especie o genéticas, u hormona del crecimiento (Nicoll, C. S., et al. (1986) Endocrine
Reviews 7. 169). La hGH es poco comun dentro de éstas, en cuanto que presenta una
especificidad de especie amplia y se une al receptor somatogénico {Leung, D. W., et
al. [1987] Nature 330; 537) o de prolactina clonados (Boutin, J. M., et al. [1988] Cel};
53: 69). El gen clonado para la hGH se ha expresado en una forma secretada en
Escherichia coli (Chang, C. N., et al. [1987] Gene 55:189), y se han descrito su ADN y
la secuencia de aminodcidos (Goeddel, et al. ({1979) Nature 281: 544; Gray, et al.
[1985] Gene 39:247).

La hormona del crecimento humana (hGH) participa en buena parte de la
regulacién del crecimiento y desarrolio humano normal. Esta hormona hipofisaria
presenta una multitud de efectos biolégicos incluyendo crecimiento lineal
(somatogénesis), lactancia, activacion de macréfagos, efectos de tipo insulina y
diabetogénicos entre otros (Chawla, R., K. (1983) Ann. Rev. Med. 34, 519; Edwards, C.
K. et al. (1988) Science 239, 769, Thomer, M. O., et al. (1988) J. Clin. Invest, 81:745).
La deficiencia de hormona del crecimiento en nifios conduce al enanismo, el cual se ha
tratado satisfactoriamente durante mds de una década mediante administracion
exégena de hGH.

En adultos, asi como en nifos, la hGH mantiene una composicién corporal
nomal aumentando la retenciébn de nitrogenc y estimulacién del crecimiento
musculoesquelético, y moviizando la grasa corporal. El tejido adiposo visceral es
particularmente sensible a la hGH. Ademéas de potenciar la lipdlisis, la hGH disminuye
la captacion de triglicéridos en los almacenes de grasa corporales. Las
concentraciones de IGF-I (factor de crecimiento de tipo insulina 1), y IGFBP3 {proteina
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de unidn al factor de crecimiento de tipo insulina 3) aumentan por la hGH.

La hormona del crecimiento humana (hGH) es un polipéptido de una sola
cadena que consiste en 191 aminoacidos (peso molecular 21.500). Los enlaces
disulfuro unen las posiciones 53 y 165, y las posiciones 182 y 189. Niall, Nature, New
Biology, 230:90 (1971). La hGH es un potente agente anabdlico, especiaimente
debido a la retencion de nitrégeno, fasforo, potasio y calcio. El tratamiento de ratas
hipofisectomizadas con GH puede restablecer al menos una parte de la tasa de
crecimiento de las ratas. Moore et al., Endocrinology 122:2920-2926 (1988). Entre sus
efectos mas llamativos en los sujetos con hipopituitanismo (deficiencia de GH) esta el
crecimiento lineal acelerado del cartilago de la placa ésea, dando como resultado un
aumento de la estatura. Kaplan, Growth Disorders in Children and Adolescents
(Springfield, IL: Charles C. Thomas, 1964).

La hGH produce una variedad de efectos fisiologicos y metabdlicos en
diferentes modelos animales incluyendo crecimiento éseo lineal, lactancia, activaciéon
de macréfagos, efectos de tipo insulina y diabetégenos, y otros (R. K. Chawla et al.,
Annu. Rev. Med. 34:519 (1983); O. G. P. Isaksson et al., Annu. Rev. Physiol. 47, 483
(1985); C. K. Edwards et al , Science 239, 769 (1988); M. O. Thomer and M. L. Vanee,
J. Clin. Invest. 82:745 (1988); J. P. Hughes and H. G. Friesen, Ann. Rev. Physiol.
47:469 (1985)). Se ha descrito que, especialmente en mujeres después de la
menopausia, la secrecion de GH disminuye con la edad. Millard et al., Neurobiol.
Aging, 11:229-235 (1990); Takahashi et al., Neuroendocrinology M, L6-137-142
(1987). Véase también, Rudman et al., J. Cin. Invest, 67:1361-1369 (1981) y
Blackman, Endocrinology and Aging, 16:981 (1987). Ademds, segun un estudio
algunas manifestaciones del envejecimiento, incluyendo la disminucién de masa magra
del cuerpo, expansidn de la masa de tejido adiposo, y el adelgazamiento de la piel, se
pueden reducir con tratamiento con GH tres veces por semana. Véase, por ejemplo,
Rudman et al., N. Eng. J. Med., 323:1-6 (1990) y el articulo adjunto en la misma revista
de Dr. Vanee (pp. 52-54). Estos efectos bioldgicos derivan de la interaccién entre la
hGH y receptores celulares especificos. Se han clonado dos receptores humanos
diferentes, el receptor hepatico de la hGH (D. W. Leung et al., Nature 330:537(1987)) y
el receptor humano de la prolactina (J. M. Boutin et al., Mol. Endocrinology. 3:1455
(1989)). Sin embargo, es probable que haya otros incluyendo el receptor de lactdgeno
placental humano (M. Freemark, M. Comer, G. Komer, and S. Handwerger, Endocrinol.
120:1865 (1987)). Estos receptores homoélogos contienen un dominio extracelular
glicosilado de union a la hormona, un solo dominio transmembrana, y un dominio
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citoplasmatico, que difieren considerablemente en secuencia y tamafio. Se supone que
uno o0 mas receptores juegan un papel determinante en la respuesta fisiolégica a la
hGH.

En general se observa que las proteinas fisiolégicamente activas administradas
en un cuerpo pueden mostrar su actividad farmacoldgica sélo durante un peniodo de
tempo corto debido a su alta tasa de aclaramiento en el cuerpo. Ademads, la
hidrofobicidad relativa de estas protelnas puede limitar su estabilidad y/o solubilidad.

Con el propésito de disminuir la tasa de aclaramiento, mejorar la estabiidad o
supnmir la antigenicidad de las proteinas terapéuticas, se han propuesto algunos
métodos en los que las proteinas son modificadas quimicamente con polimeros
solubles en agua. La modificacién quimica de este tipo puede bloquear eficazmente el
contacto fisico de una enzima proteolitica con la propia cadena principal de la proteina,
evitando asi la degradacién. La unién quimica de algunos polimeros solubles en agua
puede reducir eficazmente el aclaramiento renal debido al mayor volumen
hidrodinamico de la molécula. Entre las ventajas adicionales se incluyen, en algunas
circunstancias, aumento de la estabilidad y tiempo en la circulacién de la proteina
terapéutica, aumento de fa solubilidad, y disminucién de la inmunogenicidad. El
poli{éxido de alquileno), particularmente el polietlenglicol (PEG), es uno de dichos
restos quimicos que se puede usar para preparar productos proteinicos terapéuticos
(el verbo “pegilar” significa unir al menos una molécula de PEG). Se ha mostrado que
la unién del polietilenglicol protege frente a la proteolisis, Sada, et al., J. Fermentation
Bioengineering 71: 137-139 (1991), y se encuentran disponibles métodos para unir
algunos restos de polietilenglicol. Véase la patente de EE.UU. n2 4.179.337, Davis et
al., "Non-iImmunogenic Polypeptides,” presentado el 18 de Diciembre, 1979; y patente
de EE.UU. n? 4.002.531, Royer, "Modifying Enzymes with Polyethylene Glycol and
Product Produced Thereby," presentada el 11 de Enero, 1977. Para una revision,
véase Abuchowski et al., en Enzymes as Drugs. (J. S. Holcerberg and J. Roberts, eds.
pp. 367-383 (1981)).

Se han usado otros polimeros solubles en agua, tales como copolimeros de
etilenglicol/propilenglicol, carboximeticelulosa, dextrano, poli(alcohol vinilico),
polivinilpirroidona,  poli(1,3-dioxolano),  poli(1,3,6-trioxano),  copolimero  de
etileno/anhidrido maleico, poliaminodcidos (homopolimeros o copolimeros aleatorios).

Se han descrito una serie de ejemplos de proteinas pegladas terapéuticas.
ADAGEN®, una formulacién pegilada de la adenosina-desaminasa, estd aprobada para
tratar la enfermedad de inmunodeficiencia combinada grave OCASPAR®, una L-
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asparaginasa peglada ha sido aprobada para tratar todos los paciente con
hipersensibilidad. La superéxido-dismutasa pegilada se ha usade en ensayos clinicos
para tratar lesiones en la cabeza. El a-interferén pegiladoe (documentos de EE.UU.
5.738.846, 5.382.657) ha sido aprobado para tratar la hepatitis; se descnbe que la
glucocerebrosidasas pegilada y hemoglobina pegilada se han usado en ensayos
preclinicos. Otro ejemplo, es la IL-6 pegilada, documento EF 0442724, titulado,
“Modified hiL-6," que describe la adicién de moléculas de polietitenglicol a la IL-6.

Otra proteina terapéutica especifica, que ha sido modificada quimicamente, es
el factor estimulante de colonia de granulocitos, {(G-CSF). La G-CSF induce la
proliferacién y liberacién rdpida de granulocitos neutréfilos al torrente sanguineo, y asi
proporciona el efecto terapéutico de lucha contra la infeccidén. La publicacion de
patente Europea EP 0401384, publicada el 12 de Diciembre, 1990, titulada,
"Chemically Modified Granulocyte Colony Stmulating Factor," describe materiales y
métodos para preparar la G-CSF a la que se unen moléculas de polietlenglicol.
También se describen G-CSF modificados y sus andlogos en el documento EP
0473268, publicado el 4 de Marzo, 1992, titulado "Continuous Release Pharmaceutical
Compositions Comprising a Polypeptide Covalently Conjugated To A Water Soluble
Polymer", que describen el usoc de diferentes G-CSF y derivados conjugados
covalentemente a un polimero soluble en agua, tal como el polietilenglicol. Se describe
un polipéptido modificado que tiene actividad de factor estimulante de colonia de
granulocitos humano en el documento EP 0335423 publicado el 4 de Octubre, 1989.
En el documento de EE.UU. 5,824.784 se describen métodos para modificar proteinas
en el extremo N o sus analogos, y composiciones resultantes, incluyendo
composiciones de G-CSF quimicamente modificadas en el extremo N. El documento
de EE.UU. 5.824.778 describe G-CSF quimicamente modificado.

Para el polietilenglicol, se ha usado una varedad de medios para unir
moléculas de polietlenglicol a la proteina. En general, se conectan moléculas de
polietiienglicol a la proteina por un grupo reactivo de la molécula.

Para dicha unién son convenientes grupos amino, tales como los de los restos
hsina o del extremo N. Por ejemplo, Royer (Patente de EE.UU. n? 4.002.531, véase
antes) describe que se usé la alquiacién reductora para unir moléculas de
polietilenglicol a una enzima. Chamow et al., Bioconjugate Chem. 5: 133-140 (1994)
describen la modificacién de la inmunoadhesina CD4 con monometoxipolietilenglicol-
aldehido por alquilaciébn reductora. Los autores describen que con MePEG se
modificaban el 50% de las CD4-ig en condiciones que permitian el control en el grado
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de pegilacién. Véase antes en la pdgina 137. Los autores también describen que la
capacidad de umién in vitro de esta CD4-lg modificada (a la proteina gp 120) disminuye
en una tasa que se correlaciona con el grado de MePEGilacion. Ibid. La patente de
EE.UU. n? 4.904.584, Shaw, presentada el 27 de Febrero, 1990, se refiere a la
modificacion del nimero de restos de lisina en proteinas, para la unién de moléculas
de polietlenglcol por grupos amino reactivos.

El documentoc WO 93/00109 se refiere a un método para estmular un tejido
sensible a la GH mamifero o aviar, que comprende mantener una concentracién de GH
en el plasma eficaz y continua durante un periodo de 3 o més dias. Se describe que un
modo de lograr dicha concentracion en el plasma es mediante el uso de la GH
acoplada a una sustancia macromolecular tal como el PEG (polietilenglicol). Se
descnbe que el acoplamiento a una sustancia macromolecular da como resultado una
mejor semivida. Se ha descrito la hormona del crecimiento humana PEGilada en el
documento WO 93/00109 usando mPEG-aldehido-5000 y mPEG-(éster de N-
hidroxisuccinimidilo) (MPEG-NHS-5000). El uso de mPEG-NHS dio como resultado
mezclas heterogéneas de multiples formas de hGH pegilados. El documento WO
93/00109 también describe el uso de mPEG-maleimida para Pegilar variantes de hGH
con cisteina.

El documento 99/03887 descnbe una variante con cisteina de la hormona del
crecimiento que es PEGilada. Denominada BT-005, se supone que este conjugado es
mas eficaz para estimular la ganancia de peso en las ratas con deficiencia en hormona
del crecimiento, y que tienen una semivida mas larga que la hGH.

Clark et al., también han descrito la hormona del crecimiento humana PEGilada
usando éster de succimimidilo de PEG carboximetilado (Joumal of Biological Chemustry
271:21969-21977, 1996). Clark et al. describen derivados de hGH de tamaiios
crecientes usando mPEG-NHS-5000, que se conjuga selectivamente con aminas
pnmarnas. Los niveles crecientes de modificacién con PEG reducian la afinidad por su
receptor y aumentaban la CEgy en un ensayo basado en células hasta 1500 veces.
Olson et al., Polymer Preprints 38:568-569, 1997, descnben el usc de N-
hidroxisuccimmida (NHS)-PEG y propionato de succimmidilo (SPA)PEG para lograr
especies de hGH PEGiladas.

El documento WO 94/20069 descnbe proféticamente hGH PEGilada como
parte de una formulacién para suministro pulmonar.

El documento US 4.179.337 describe métodos de PEGilacion de enzimas y
hormonas para obtener conjugados de polipéptido solubles en agua, no inmunégenos
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y fisiolégicamente activos. Se menciona la GH como un ejemplo de una hormona para
PEGilar.

El documento EP 458064 A2 describe la PEGilacion de restos de cisteina
naturales o que se han introducido en la somatotropina. El documento EP 458064 A2
ademas menciona la incorporacion de dos restos de cisteina en un bucle denominado
bucle omega, que se describe que esta situado en los restos 102-112 en la
somatotropina bovina salvaje, mas especificamente el documento EP 458064 A2
describe la sustitucion de los restos 102 a 112 de la somatotropina bovina de la Ser a
Cys y de Tyr a Cys respectivamente.

El documento 95/11987 sugiere la unidn de PEG en el grupo tio de un resto de
cisteina que esta presente en la molécula pariente o se introduce por mutagénesis
dingida. El documento WO 95/11987 se refiere a la PEGilacion de la proteasa nexin-1,
sin embargo también se sugiere la PEGilacién en general de hGH y otras proteinas.

El documento WO 99/03887 describe, por ejemplo, la hormona del crecimiento
modificada por insercidn de restos de serina 25 cys y la unidn de PEG a los restos de
cisteina introducidos.

El documento WO 00/42175 se refiere a un método para preparar proteinas
que contienen restos de cisteina libres para la union de PEG. El documento WO
00/42175 describe las siguientes muteinas de la hGH: t3C, S144C y T148C y su
PEGilacion en la cisteina.

El documento WO 97/11178 (asi como US 5.849.535, US 6.004.931, y US
6.022.711) se refiere al uso de varantes de GH como agonistas o antagonistas de la
hGH. El documento WO 97/11178 también describe PEGilacién de la hGH, incluyendo
PEGilacion de lisina y la introduccidon o sustitucion de lisina (por ejemplo, K168A,
K172R). El documento WQ 9711178 también describe la sustitucion G120K.

El documento WO 03/044056 describe una variedad de especies de hGH
pegiladas incluyendo un conjugado de PEG(ramificado 40K)-aldehido y hGH.

Las descnpciones previas de hGH PEGilada requieren la unién de multiples
PEG, lo cual da como resultado una heterogeneidad del producto indeseable, para
fograr un volumen hidrodindmico mayor que el corte de exclusién de peso molecutar
70K de la filtracién renal (Knauf, M.J. et al, J. Biol. Chem. 263:15064-15070,1988).

Actualmente, la administracion de hGH es diaria durante un periodo de tiempo
largo, y por lo tanto seria un conveniente una administracion menos frecuente. Una
molécula de hGH con una semivida mas larga en la circulacién disminuirfa el nimero
de administraciones necesanas y potencialmente proporcionaria niveles de hGH
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terapéuticos 6ptimos con el efecto terapéutico potenciado simultineo.

A pesar de una sene de intentos para PEGilar 1a hGH, sigue siendo necesario
una molécula de hGH PEGilada con las propiedades adecuadas para que sea un
producto comercial viable. La presente invencién proporciona conjugados PEG-hGH
que tienen un solo PEG unido predominantemente en la fenilalanina N-terminal de la
hGH, que proporciona ventajas frente a otros conjugados de PEG-hGH. Se ha descrito
la unibn de miltiples PEG de bajo peso molecular (5 kd) en los sitios o- 0 e-amino
(extremo N y nueve lisinas en la hGH) usando mPEG-aldehido-5000 0 mPEG-(éster de
N-hidroxisucciimidilo) (mPEG-NHS-5000) en el documento WO 93/00109, Clark et al.
(Joumal of Biological Chemistry 271:21969-21977, 1996), y Olson et al. (Polymer
Preprints 38:568-569, 1997). Esto da como resultado una poblacion heterogénea.
Como Ilustracién una hGH con nueve hsinas puede tener algunas moléculas que
tengan diez PEG unidas, algunas con nueve, algunas con ocho, algunas con siete,
algunas con seis, algunas con cinco, algunas con cuatro, algunas con tres, algunas
con dos, algunas con una y algunas sin ninguna. Y entre las moléculas que tienen
vanos PEG, el PEG puede no estar unido en los mismos sitios en las dlferentes
moléculas. Esta heterogeneidad resultante es desventajosa cuando se desarrolla un
producto terapéutico, haciendo que la conjugacién, purificacién y caracterizacién sean
dificiles, costosas y altamente irreproducibles. Otro método ha sido (documento WO
00/42175) el uso de variantes de hGH que contienen restos de cisteina libres para la
union del PEG. Sin embargo, esta estrategia puede conducir al doblamiento incorrecto
de la proteina con enlaces disulfuro incorrectamente emparejados y dar como
resultado un producto PEGilado heterogéneo que tiene los PEG unidos a algunas o
todas las cisteinas. Tener multiples PEG unidos a multiples sitios puede conducir a
moléculas que tienen menos enlaces estables entre el PEG y los diferentes sitios, que
se pueden disociar a diferentes velocidades. Esto hace dificil predecir exactamente las
farmacocinéticas del producto dando como resultado la dosificacién incorrecta. Un
producto heterogéneo también plantea problemas no deseado para obtener ia
aprobacién reguladora para el producto terapéutico.

Por lo tanto, seria conveniente tener una molécula hGH PEGilada que tiene un
solo PEG unido en un solo sitio. La presente invencién aborda esta necesidad en una
sene de formas.

SUMARIQ DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a la hGH quimicamente modificada y sus

vanantes agonistas, que tienen al menos un propiedad quimica o fisiolégica mejorada
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seleccionada, pero no limitada, de menor velocidad de aclaramiento, mayor duracién
del tiempo de permanencia en el plasma, mayor estabilidad, mayor solubilidad, y menor
antigenicidad. Por lo tanto, como se describe a continuacidn con méas detalle, la
presente Invencién tiene una sene de aspectos que se refieren a modificar
quimicamente polipéptidos, incluyendo pero sin limitar, la hGH y sus variantes
agonistas, asi como modificaciones especificas usando un resto de polietilengticol-
butiraldehido.

La presente invencién también se refiere a métodos para producir la hGH
quimicamente modificada y sus variantes agonistas. Particularmente, la presente
invencién se refiere a un método para producir una hGH quimicamente modificada
usando butiraldehido, que da como resultado una mayor selectividad N-terminal de la
unién.

La presente invencidén también se refiere al uso de la hGH quimicamente
modificada y su variante agonista de la presente invencién, sola 0 combinada con otro
agente terapéutico.

La presente invencién también se refiere al uso de la hGH quimicamente
modificada y su vanante agonista de la presente invencién, sola ¢ combinada c¢on otro
agente terapéutico para prevenir y/o tratar trastornos y/o enfermedades en las es atil el
tratamiento con la GH.

BREVE DESCRIPICION DE LOS DIBUJOS

La Figura1 es un HPLC que traza un analisis de mapa triptico de la reaccién de la
hGH y la PEG(ramificado 40K)butiraldehido-hGH o la PEG(ramificada
40K)aldehido-hGH. El panel superior es el mapa ftriptico de la
PEG(ramificado 40K)butiraldehido-hGH. El panel medio es el mapa
triptico de la PEG(ramificado 40K)aldehido-hGH. El panel inferior es el
mapa triptico de la hGH sin PEGilar. T1 es el fragmento tripico N-
terminal.

La Figura2 muestra la secuencia de amino4cidos de la hormona del crecimiento
humana. (ID SEC N2:1).

La Figura3 muestra la eficacia de la PEG(ramificado 40K)butiraldehido-hGH en el
ensayo de ganancia de peso en ratas. Se compraron ratas hembra
Sprague-Dawley hipofisectomizadas de 4-5 semanas de edad (100-125
@) de Harlan Labs. Después de introducirios en las instalaciones de los
animales, los animales se mantuvieron a una temperatura ambiente
constante de 26,7°C y se pesaron diariamente durante 4-10 dias con el
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fin de establecer las tasas de crecimiento iniciales. Empezando el dia 0,
las ratas (-100 g) de los grupos testigos recibieron una mnyeccidn
subcutanea diana de ~0,3 mg/kg de hGH (circulos negros), o PBS
(circulos blancos), durante once dias consecutivos. El grupo de ensayo
de PEG(ramificado 40K)butiraldehido-hGH (cuadrados negros)
recibieron dosis unicas de 1,8 mg/kg de PHA-794428 los dias O y 6.
Habja 8-10 animales por grupo. Se representa grificamente el
crecimiento medio +/- ETM.

muestra los efectos de promocion del crecimiento sensible a la dosis de
la PEG(ramificado 40K)butiraldehido-hnGH en ratas. Este estudio de
eficacia se llevé a cabo de una forma similar al descrito en la Figura 3,
excepto que se administré una sola dosis variada de la PEG(ramificado
40K)butiraldehido-hGH (dia 0, s6lo) y el estudio se llevé a cabo durante
6 dias. Los grupos testigo recibieron inyecciones diarias de hGH 0,3
mg/kg (circulos negros), o vehiculo PBS (circulos blancos) durante seis
dias consecutivos. La PEG(ramificado 40K)butiraldehido-hGH se
administré con una dosis de 1,8 mg/kg (cuadrados negros), 0,6 mg/kg
(cuadrados blancos), 0,2 mg/kg (tndngulos negros) o 0,067 mg/kg
(tnangulos blancos). Habia 8 animales por grupo.

muestra el crecimiento de la tibia como respuesta a la PEG(ramificado
40K)butiraldehido-hGH. Ratas hipofisectomizadas se trataron como se
ha descrito en la Figura 3. El dia 11 los animales se sacrificaron, se
sacaron las tibias izquierdas y se realizé6 un anahsis por rayos X y se
midieron las longitudes de los huesos usando un calibre. Se representa
graficamente la longitud media +- ETM. Los asteriscos indican
diferencias significativas con el grupo testigo (p<0,05).

muestra los niveles de IGF-1 en el plasma durante el estudio de eficacia
de 6 dias. Los animales se trataron como se describe en la Figura 4. Se
tomaron muestras de sangre en diferentes momentos de tiempo, y se
determinaron los niveles de IGF-1 en el suero por ELISA. Se
representan graficamente las medias +/- ETM.

DESRIPICION DETALLADA

La hGH y sus variantes agonistas son miembros de una familia de proteinas
recombinantes, descritas en el documento US 4.658.021 (metionil-hormona del
crecimiento humana - Met-1-191-hGH) y documento US 5.633.352. Su produccion
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recombinante y métodos de uso se detallan en los documentos US 4.342.832.
4.601.980; US 4.898.830; US 5.424.199; y US 5.795.745.

Se puede usar cualquier hGH purificada y aislada 0 su variante agonista, que
sea producida por células hospedantes tales como E. Coll y células animales
transformadas o transfectadas usando técnicas genéticas recombinantes. Se
describen vanantes de hGH adicionales en los documentos US 6.143.523 y WO
92/09690 publicado el 11 de Junio, 1992. Entre ellos, es particularmente preferida la
hGH o su vanante agonista que es producida por E. coli transformada. Dicho hGH o su
variante agonista se pueden obtener en grandes cantidades con alta pureza y
homogeneidad. Por ejemplo, la hGH o su vanante agonista antenores, se pueden
preparar de acuerdo con un método descrito en los documentos US 4.342.832,
4.601.980; US 4.898.830; US 5424.199;'y US 5.795.745. La expresién "tiene
sustancialmente la siguiente secuencia de aminocacidos” significa que la secuencia de
aminoacidos antenor puede incluir uno 0 mas cambios de aminoacidos {eliminacion,
adicion, insercién o sustitucién) con la condicion de que dichos cambios no produzcan
ninguna desventaja de no similitud en la funcién de la hGH o su variante agonista. Es
mas preferble usar la hGH o su variante agonista que tienen sustancialmente una
secuencia de aminoacidos, en la que se ha incluido al menos una lisina, acido
aspartico, acido glutamico, restos de cisteina desapareado, un grupo a-amino N-
terminal libre o un grupo carboxilo C-terminal libre.

La expresién "polipéptido de hGH o proteina de hGH", cuando se usa en esta
memona, abarca todos los polipéptidos de hGH, preferiblemente de especie mamifero,
mas preferiblemente de ser humano y especie murna, asi como sus variantes,
andlogos, ortdlogos, homologos, y derivados, y sus fragmentos, que se caracterizan
por promover el crecimiento en la fase de crecimiento y mantener la composicion
corporal, anabolismo y metabolismo de lipidos normales. Preferiblemente, la expresion
“polipéptido o proteina de hGH” se refiere al polipéptido de hGH del ID SEC N 1, asi
como a sus vanantes, homélogos y derivados que presentan esenciaimente la misma
actividad Dbiolégica (promocion del crecimiento en la fase de crecimiento vy
mantenimiento de la composiciébn corporal, anabolismo y metabolismo de lipidos
normales). Mas preferiblemente, la expresién “polipéptido o proteina de hGH" se refiere
al polipéptido del ID SEC N®: 1.

La expresion “vanantes del polipéptido de hGH", tal como se usa en la presente
memoria, se refiere a polipéptidos de la misma especie pero que se diferencian de un
polipéptdo de hGH de referencia. En general, las diferencias estan limitadas, de forma
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que las secuencias de aminoacidos del polipéptido de referencia y la variante son muy
similares en conjunio, y en muchas regiones son idénticos. Preferiblemente, los
polipéptidos de hGH son al menos 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o0 99%
idénticos a un polipéptido de hGH de referencia, preferiblemente el polipéptido de hGH
del ID SEC N2 1. Por un polipéptdo que tiene una secuencia de aminoacidos que es,
al menos, por ejemplo, 95% "déntica” a una secuencia de aminodcidos dada, se
pretende que la secuencia de aminoacidos del polipéptido objetivo sea idéntica a la
secuencia dada, excepto que la secuencia polipeptidica objetivo puede Incluir hasta
cinco alteraciones de aminoacidos por cada 100 aminodcidos de la secuencia de
amino4cidos dada. Estas alteraciones de la secuencia de referencia se pueden
producir en las posiciones amino o carboxi terminales de la secuencia de aminoacidos
de referencia o en cualquier otra parte entre esas posiciones terminales, intercalados
individualmente entre restos en la secuencia de referencia o en uno 0 mas grupos
contiguos en la secuencia de referencia. La secuencia dada puede ser una secuencia
entera de aminoacidos de la secuencia de referencia o cualquier fragmento
especificado como se descnbe en la presente memoria.

Dichas vanantes del polipéptido de hGH pueden ser variantes naturales, tales
como las variantes alélicas naturales codificadas por una o varias formas alternativas
de una hGH, que ocupa un locus dado en un cromosoma de un organismo, O
isoformas codificadas por variantes de ayuste naturales que se originan de un solo
transcrito primario. Alternativamente, una variante del polipéphdo de hGH puede ser
una variante que se sabe que es natural, y que se puede hacer usando técnicas de
mutagénesis conocidas en la técnica.

En la técnica se sabe que se pueden eliminar uno 0 mas aminodacidos del
extremo N 0 extremo C de un péptido o proteina bioactivos sin pérdida sustancial de la
funcién biolégica (véase, por ejemplo, Ron et al., (1993), Biol. Chem., 268 2984-2988;
cuya descnpcion se incorpora por la presente en su totalidad como referencia).

Un experto en la técnica también reconocerd que algunas secuencias de
aminoacidos de polipéptidos de hGH se pueden variar sin efecto significativo de la
estructura o funcién de la proteina. Dichas mutaciones incluyen eliminaciones,
Inserciones, inversiones, repeticiones y sustituciones seleccionadas de acuerdo con
reglas generales conaocidas en la técnica, de forma que tengan un efecto pequefio en
la actividad. Por ejemplo, Bowie et al. {1990), Science 247:1306-1310, incorporada por
la presente en su totalidad como referencia, proporcionan orientacién en relacién a
como hacer sustituciones de aminoécidos fenotipicamente silenciosas, y los autores
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indican que hay dos métodos principales para estudiar la tolerancia de una secuencia
de aminodcidos al cambio.

El primer método se basa en el proceso de la evolucién, en el que las
mutaciones son aceptadas 0 rechazadas por seleccion natural. E! segundo método usa
ingenieria genética para introducir cambios de aminoacidos en posiciones especificas
de una hGH clonada y selecciones o cribados para identificar secuencias que
mantienen la funcionalidad. Estos estudios han puesto de manifiesto que las proteinas
son sorprendentemente tolerantes a las sushtuciones de aminoacidos. Los autores
indican ademas, que cambios de aminodcidos es probable que estén permitidos en
una posicion determinada de la proteina. Por ejemplo, los restos de aminoacidos mas
enterrados requieren cadenas laterales no polares, siendo asi que en general se
conservan pocas caracteristicas de cadenas laterales de superficie. Otras
sustituciones fenotipicamente silenciosas son descntas por Bowe et al., (1990) véase
antes, y las referencias citadas en éste.

Tipicamente se consideran sustituciones conservadoras las sustituciones, de
un aminodcido por otro, entre los aminodcidos alfdticos, Ala, Val, Leu y Phe,
intercambio de los restos hidroxilicos Ser y Thr, intercambio de los restos 4cidos Asp y
Glu, sustitucion entre los restos amidicos Asn y Gin, intercambio de los restos basicos
Lys y Arg, y sustituciones entre los restos aromaticos Phe y Tyr. Ademas, los siguientes
grupos de aminodcidos en general representan cambios equivalentes: (1) Ala, Pro, Gly,
Glu, Asp, Gin, Asn, Ser, Thr; (2) Cys, Ser, Tyr, Thr; (3) Val, He, Leu, Met, Ala, Phe; (4)
Lys, Arg, His; (5) Phe, Tyr, Trp, His.

La expresion polipéptido de hGH también abarca todos los polipéptidos de hGH
codificados por analogos, ortlogos y/o especies homélogas de la hGH. Tal como se
usa en esta memoria, la expresidn “andlogos de la hGH" se refiere a hGH de
organismos diferentes y no relacicnados que llevan a cabo las mismas funciones en
cada organismo, pere que no provienen de una estructura ancestral que los ancestros
de los organismos tenian en comun. En su lugar, las hGH andlogas surgen por
separadc y més tarde evolucionan para realizar la misma funcién (o funciones
similares). En otras palabras, los polipéptidos de hGH analogas son polipéptidos con
secuencias de aminoacidos bastante diferentes pero que realizan la misma actividad
biolégica, particularmente promover el crecimiento en la fase de crecimiento y
mantener la composicién corporal, anabolismo y metabolismo de lipidos normales. Tal
como se usa en esta memoria, la expresion “ortélogos de la hGH" se refiere a hGH de
dos especies diferentes, cuyas secuencias estan relacionadas entre si por una hGH

és—
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homéloga en una especie ancestral, pero que han evolucionado para hacerse
diferentes entre si. Tal como se usa en esta memoria, la expresién “homélogos de la
hGH" se refiere a hGH de diferentes organismos que realizan la misma funcion en
cada organismo, y que provienen de una estructura ancestral que los ancestros de los
organismos tenian en comun En otras palabras, los polipéptidos de hGH homdlogos
son polipéptidos con secuencias de aminodcidos bastante similares que realizan la
misma actividad biolégica, particularmente promover el crecimiento en la fase de
crecimiento y mantener la composicion corporal, anabolismo y metabolismo de lipidos
normales. Preferiblemente, los polipéptidos de hGH homélogos se pueden definir como
polipéptidos que son al menos 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%
0 99% idénticos respecto a un polipéptido de hGH de referencia, preferiblemente el
polipéptido de hGH del ID SEC N%: 1.

Por lo tanto, un polipéptido de hGH de acuerdo con la invencién, puede ser, por
ejemplo: (i) uno en el que uno o0 mas de los restos de aminoacidos se sustituyan por un
resto de aminoacido conservado o no conservado (preferiblemente un resto de
aminodcido conservado) y dicho resto de aminodcido sustituido puede ser o no
codificado por el cédigo genético; o (ii) uno en el que uno o mas de los restos de
aminoacido incluyan un grupo sustituyente; o (i} uno en el que e! polipéptido de hGH
se fusione con otro compuesto, tal como un ¢compuesto para aumentar la semivida del
polipéptido (por ejemplo, polietilenglicol); o (iv) uno en el que los aminoAcidos
adicionales se fusionen a la forma antenor del polipéptido, tal como un péptido de la
regién de fusién Fc de IgG o secuencia lider 0 secretora 0 una secuencia que se use
para punficar la forma anterior del polipéptido o una secuencia de proproteina.

Los polipéptidos de hGH pueden ser mondmeros o multimeros. Los multimeros
pueden ser dimeros, trimeros, tetrdmeros 0 multimeros que comprenden al menos
cinco unidades de polipéptdo mondmere. Los multimeros también pueden ser
homodimeros 0 heterodimeros. Los multimeros de la invencién pueden ser el resultado
de asociaciones hidréfobas, hidréfilas, ibnicas y/o covalentes y/o se pueden unir
indirectamente, por ejemplo, por formacidn de lposomas. En un ejemplo, las
asociaciones covalentes son entre las secuencias heterélogas contenidas en una
proteina de fusién que contiene un polipéptido de hGH o su fragmento (véase por
ejemplo, la patente de EE.UU. nimero 5.478.925, cuya descripcion se incorpora por la
presente en su totalidad como referencia). En otro ejemplo, un polipéptido de hGH o su
fragmento se une a uno o mas polipéphdos que pueden ser polipéptidos de hGH o
polipéptidos heterélogos, por conectores peptidicos tales como los descritos en la
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patente de EE.UU. n® 5.073.627 (incorporada por la presente como referencia). Otro
método para preparar polipéptidos de hGH multimeros implica el uso de polipéptidos
de hGH fusicnados a una secuencia de polipéptido cremallera de leucina o cremallera
de isoleucina que se sabe que promueve la multimenzacion de las proteinas en las que
se encuentran, usando técnicas conocidos por los expertos en la técnica, incluyendo
las ensefanzas del documento WO 94/10308. En otro ejemplo, los polipéptidos de
hGH pueden estar asociados por interacciones entre las secuencias de polipéptido
Flag® contenidas en polipéptidos de hGH de fusién que contienen la secuencia
polipeptidica Flag®. Los multimeros de hGH también se pueden generar usando
técnicas quimicas conocidas en la técnica, tales como reticulaciones usando moléculas
conectoras y técnicas de optimizacion de la longitud de la molécula conectora (véase,
p. €j., el documento US 5.478.925), técnicas conocidas en la técnica para formar una o
mas reticulaciones entre moléculas entre los restos de cisteina situados dentro de la
secuencia de los polipéptidos que se quiere que estén conteridos en el multimero
(véase, p. €j., el documento US 5 478.925), adicion de cisteina o biotina en el extremo
C o extremo N del polipéptido de hGH y técnicas para generar multimeros que
contenen uno 0 mas de estos polipétidos modificados (véase, p. €j., documento US
5.478.925), o cualquiera de las 30 técnicas para generar liposomas que contienen
multimeros de hGH (véase, por ejemplo, la patente de EE.UU. nimero 5.478.925),
cuyas descripciones se incorporan en su totalidad como referencia.

Tal como se usa en esta memoria, la expresién “fragmento de polipéptido de
hGH" se refiere a cualquier péptido o polipéptido que comprende un tramo contiguo de
una parte de la secuencia de aminoacidos de un pohpéptido de hGH, preferiblemente
el pohpéptido del ID SEC N2: 1.

Mas especificamente, un fragmento de polipéptido de hGH comprende al
menos 6, preferiblemente al menos de 8 a 10, mas preferiblemente 12, 15, 20, 25, 30,
35, 40, 50, 60, 75, 100, 125, 150, 175, 191 aminoéacidos consecutivos de un polipéptido
de hGH de acuerdo con la presente invencién. El fragmento de polipéptido de hGH se
puede descnbir adicionaimente como un subgénero de los pohpéphdos de hGH que
comprende al menos 6 amioacidos, en el que “al menos 6” se define como cualquier
numero entero entre 6 y el nimerc entero que representa el aminoacido C-terminal de
un polipéptido de hGH, incluyendo el polipéptido del ID SEC N2 1. Se incluyen ademas
especies de fragmentos de polipéptido de hGH de al menos 6 aminoacidos de longitud,
como se ha descnito antes, que se especifican ademas en términos de sus posiciones
N-terminal y C-terminal. También estdn abarcados por la expresién “fragmento de
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polipéptido de hGH" como especies individuales todos los fragmentos de polipéptido
de hGH, de al menos 6 aminodcidos de longitud, como se ha descrito antes, que se
pueden especificar particularmente por una posicién N-terminal y C-terminal. Es decir,
cada combinacién de una posicion N-terminal y C-terminal que pueda ocupar un
fragmento de al menos 6 restos de aminodcidos contiguos de longitud, en cualquier
secuencia de aminoacidos dada del listado de secuencias de la presente invencién,
esta incluida en la presente invencién.

Hay que indicar que las especies de fragmentos de polipéptidos anteriores de la
presente invencién se pueden describir altemativamente por la férmula "a a b"; donde
“a’ es igual a la posicion del aminoacido N-terminal, y "b” es igual a la posicion de
aminoacido C-terminal del polinucledtido; y ademas donde “a” es igual a un ndmero
entero entre 1 y el nimero de aminoacidos de una secuencia de polipéptido de hGH
menos 6, y donde “b” es igual a un nimero entero entre 7 y el numero de aminoacidos
de la secuencia de polipéptido de hGH; y donde “a” es un nimero entero menor que
“‘b” en al menos 6.

Los fragmentos del polpéptido de hGH antenor se pueden prever
inmediatamente usando la descripcion anterior y por lo tanto no se listan
individualmente s6lo con el propdsito de no alargar innecesanamente la memoria
descnptiva. Ademas, los fragmentos anteriores no es necesario que tengan una
actividad biolégica de hGH, aunque los polipéptidos que tienen estas actividades son
realizaciones de la invencién preferidas, ya que serfan utiles, por ejemplo, en
inmunoensayos, en cartografia de epitopos, marcaje de epitopo, como vacunas, y
como marcadores de peso molecular. Los fragmentos anteriores también se pueden
usar para generar anticuerpos contra una parte particular del polipéptido.

También estan abarcados en la expresién “fragmento del polipéptido de hGH”
los dominios de los polipéptidos de hGH. Dichos dominios finaimente pueden
comprender patrones 0 identificadores lineales 0 estructurales incluyendo, pero sin
hmitar, cremalleras de leucina, patrones de hélice-vuelta-hélice, sitios de modificacién
postraslacionales tales como sitios de glicosilacion, sitios de ubiquitinacién, hélices
alfa, ldminas beta, péptdos sefal que codifican secuencias sefial que dirigen la
secrecion de las proteinas codificadas, secuencias implicadas en la regulacion de la
transcnpcion tales como homosecuencias, alargadores 4&cidos, sitios activos
enzimaticos, sitios de unidbn de sustrato, y sitios de escisibn enzimaticos. Dichos
dominios pueden presentar una actividad biolégica particular tal como unién a ADN o
ARN, secrecién de proteinas, regulacion de la transcripcion, actividad enzimatica,

65~
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actividad de union a sustrato, etc.

Un dominio tiene un tamafio comprendido generalmente entre 3 y 191
aminoacidos. En una realizacion preferida, los dominios comprenden un nimero de
aminoacidos que es cualquier nimero entero entre 6 y 191. Los dominios se pueden
sintetizar usando cualesquiera métodos conocidos por los expertos en la técnica,
incluyendo los descritos en la presente memoria para preparar polipéptidos de hGH
para producir anticuerpos anti-hGH. Entre los métodos para determinar los
aminoacidos que componen un dominio con una actividad biolégica particular, se
incluyen estudios y ensayos de mutagénesis para determinar la actividad biolégica que
se va a ensayar.

Los fragmentos particularmente preferidos en el contexto de la presente
invencién, son polipéptidos de hGH que retienen sustancialmente la actividad
biolégica, particularmente la promocidn del crecimiento en la fase de crecimiento, y el
mantenimiento de la composicién corporal, anabolismo y metabolismo de lipidos
normales.

Alternativamente, se pueden buscar los patrones, dominios y/o identificadores
de polipéptidos de la invencién en bases de datos usando cualquier método de
ordenador conocido por los expertos en la técnica. Entre las bases de datos para
buscar se incluyen Prosite (Hofmann et al.,, (1999) Nucl. Acids Aes. 27:215-219;
Bucher and Bairoch (1994) Proceedings 2nd International Conference on Intelligent
Systems for Molecular Biology. Altman et al, Eds., pp53-61, AAAIPress, Menlo Park),
Pfam (Sonnhammer et al., (1997) Proleins 28 (3) :405-20; Henikoff et al., (2000)
Nucleic Acids Res. 28 (1) :228-30; Bateman et al., (2000) Nucleic Acids Res.
28(1):263-6), Blocks (Henikoff et al., (2000) Electrophoresis 21(9):1700-6), Print
(Attwood et al., (1996) Nucleic Acids Res. 24(1):182-8), Prodom (Sonnhammer and
Kahn (1994) Protein Sci. 3(3) :482-92; Corpet et al. (2000) Nucleic Acids Res.
28(1):267-9), Sbase (Pongor et al. (1993) Protein Eng. 6(4):391-5; Murvai et al., (2000)
Nucleic Acids Res. 28(1).260-2), Smart (Schultz et al., (1998) Proc. Nall. Acad. Sci.
USA 95, 5857-5864), Dali/FSSP (Holm and Sander (1996) Nucleic Acids Res.
24(1):206-9 ; Holm and Sander (1997) Nucleic Acids Res. 25(1):231-4; Holm and Sander
(1999) Nucleic Acids Res. 27(1):244-7), HSSP (Sander and Schneider (1991) Proteins
9(1):56-68.), CATH (Orengo et al., (1997) Structure 5 (8): 1093-108; Pear et al., (2000)
Biochem. Soc. Trans. 28(2) :269-75), SCOP {Murzin et al., (1995) J. Mol. Biol.
247(4):536-40; Lo Conte et al., (2000) Nucleic Acids Res. 28 (1) :257-9), COG (Tatusov
et al., (1997) Science 278, 631 :637; Tatusov et al., (2000) Nucleic Acids Res. 28(1):33-
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6), bases de datos de familias especificas y sus derivados (Newvill-Manning et al.,
(1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 95, 5865-5871; Yona et al., (1999) Proteins 37 (3)
:360-78; Attwood et al., (2000) Nucleic Acids Res. 28 (1) :225-7), cada una de cuyas
descripciones se incorpora por la presente en su totalidad como referencia. Para una
revision de bases de datos disponibles, véase niimero 1 del volumen 28 de Nucleic
Acid Research (2000), cuya descripcion se incorpora aqui en su totalidad como
referencia.

La expresién “fragmento de polipéptdo de hGH" también abarca fragmentos
que llevan epitopos. Estos epitopos pueden ser epitopos antigénicos o tanto un
epitopo antigénico como un epitopo inmunégeno. Un epitopo inmundgeno se define
como una parte de una proteina que provoca una respuesta de anticuerpo in vivo
cuando el polipéptido es el inmundgeno. Por otra parte, una regién del polipéptido a la
que se une un anhcuerpo se define como un eplitopo antigénico. Un epitopo puede
comprender tan pocos como 3 aminodcidos en una conformacién espacial, que es
Gnica para el epitopo. Generalmente, un epitopo consiste en al menos 6 de dichos
aminoéacidos, y con mds frecuencia al menos 8-10 de dichos aminoécidos.

Un fragmento que lleva epitopo de la hGH de acuerdo con ia invencién, puede
ser cualquier fragmento cuya iongitud estd entre 6 aminoacidos y la secuencia de
longitud completa de un polipéptido de hGH, preferiblemente un fragmento entre 6 y 50
aminoacidos. Los fragmentos que llevan epitopo se pueden especificar por el nimero
de restos de aminoécidos contiguos (como un subgénero) o por las posiciones N-
terminal y C-terminal (como especie) como se ha descrito antes.

Los fragmentos que funcionan como epitopos se pueden preparar por cualquier
medio convencional (véase, p. ej., Houghten (1985), Proc. Natl. Acad. Sci. USA
82:5131-5135 y patente de EE.UU. 4.631.21, cuyas descripciones se incorporan por la
presente en su totaldad como referencia). Entre los métodos para determinar los
aminoacidos que componen un epitopo se Incluyen cristalografia de rayos X,
resonancia magnética nuclear bidimensicnal, y cartografia de epitopos, p. €j., el
método de Pepscan descrito por Geysen et al., (1984), Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
81:3998-4002; publicaciones PCT WO 84/03564 y WO 84/03506, cuyas descripciones
se incorporan por la presente en su totalidad como referencia. Otro ejemplo es el
algontmo de Jameson and Wolf, (1988), Comp. Appl Biosci. 4:181-186 (dicha
referencia se incorpora en su totalidad como referencia). El andlisis antigénico de
Jameson-Wolf, se puede llevar a cabo, por ejemplo, usando el programa de ordenador
PROTEAN, usando los parametros por defecto (Version 4.0 Windows, DNSTAR, Inc.)
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La presente invencién también proporciona la exclusién de cualquier especie
de fragmento de hGH especificado por las posiciones N-terminal y C-terminal, o de
cualquier fragmento especificado por el subgénero por el tamafo de restos de
aminoacidos como se ha descrito antes. Se puede excluir como especie individual
cualquier serie de fragmentos especificados por las posiciones N-terminal y C-terminal
o por el tamafo de los restos de aminoacidos como se ha descrito antes. La presente
invencién también proporciona la exclusién de cualquier dominio de hGH o fragmento
que lleva epitopo de la mismg forma.

Los polipéptidos de hGH de la presente invencién se pueden preparar de
cualquier forma adecuada. Dichos polipéptidos de hGH y sus fragmentos se pueden
purificar de fuentes naturales, se pueden sintetizar quimicamente, producir por técnicas
recombinantes incluyendo técnicas de traduccion in vitro 0 expresion en una célula
recombinante capaz de expresar €l ADNc de la hGH, o una combinacién de estos
métodos, usando técnicas conocidas por los expertos en la técnica (véase, por
elemplo, "Methods in Enzymology, Academic Press, 1993 para una variedad de
métodos para purificar proteinas; Creighton, (1983) Proteins: Structures and Molecular
Principies, W.H. Freeman & Co. 2nd Ed., T. E., New York; and Hunkapiller et al.,
(1984) Nature, 310(5973): 105-11, para la sintesis quimica de proteinas, y Davis et al.
(1986) Basic Methods in Molecular Biology, ed., Elsevier Press, NY, para técnicas
recombinantes, cuyas descripciones se incorporan en su totalidad como referencia).
Los polipéptidos de la presente invencién se proporciona preferiblemente en una forma
aislada, y pueden estar parcialmente o preferiblemente sustancialmente purificados.

Las expresiones “polinucledtidos que son al menos x% idénticos a un
polinuclettidos de referencia™ y “polipéptidos que son x% idénticos a un polipéptido de
referencia®, abarcan polinucleétidos o polipéptidos cuya secuencia de restos
(nucledtidos o aminoacidos respectivamente) presenta un porcentaje de identidad,
como se define a continuacion, igual o supernor a x, comparado con dicho
polinucleétido o polipéptido de referencia, respectivamente.

El porcentaje de identidad se determina después del alineamiento 6ptimo de
dos secuencias de polinucledtidos o polipéptidos en una ventana de comparacioén, en
el que las partes de las secuencias de los polinucleétidos o polipéptidos en la ventana
de comparacién pueden comprender adiciones 0 eliminacién de uno o méas restos con
el in de optimzar el alineamiento de la secuencia. La ventana de comparacion
contiene un cierto nimero de posiciones (sea un resto o0 un hueco que corresponden a
una insercién/delecién de un resto), correspondiendo dicho nimero de posiciones al

71
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tamafio de la ventana. Cada posicion de la ventana puede presentar una de las
siguientes situaciones:

12) Hay un resto (nucleétido 0 aminoacido) en esta posicion en la primera
secuencia alineada, y un resto diferente en la misma posicién en la segunda secuencia
alineada, en otras palabras la segunda secuencia tiene un resto sustituido en esta
posicién comparado con la primera secuencia.

2% Hay un resto (nucleétido o aminodcido) en esta posicion en la primera
secuencia alineada, y el mismo resto en la misma posicién en la segunda secuencia
alineada.

3% Hay un resto (nucleétido o aminodcido) en esta posicion en la primera
secuencia alineada, y no hay resto en la misma posicion en la segunda secuencia
alineada, en otras palabras, la segunda secuencia presenta una eliminacién en esta
posicién comparado con la pnmera secuencia.

El nimero de posiciones dentro de la ventana de comparacién que pertenecen
a la primera categoria antes definida se llama R1.

El ndmero de posiciones dentro de la ventana de comparacién que pertenecen
a la segunda categoria antes definida se llama R2.

El nimero de posiciones dentro de la ventana de comparacién que pertenecen
a la tercera categoria antes definida se llama R3.

El porcentaje de identidad (%id) se puede calcular por cualquiera de las
siguientes férmulas:

%id = R2 / (R1+R2+R3) x 100, 0

%id = (R2+R3) / (RI+R2+R3) x 100

El alineamiento de secuencias para la comparacién se puede llevar a cabo

usando cualquiera de una vanedad de algoritmos y programas de comparacién de
secuencias conocidos en la técnica. Entre dichos programas y algoritmos se incluyen,
pero no se lmita, TBLASTN, BLASTP, FASTA, TFASTA, FASTDB, WU-BLAST,
Gapped-BLAST, PSI-BLAST {Pearson and Lipman, (1988), Proc. Natl. Acad. Sci. USA
85:2444-2448; Altschul et al., (1990), J. Mol. Biol. 215:403-410; Altschul et al., (1993),
Nature hGHbcs 3:266-272; Altschul et al., {1997), Nuc. Acids Res. 25:3389-3402;
Thompson et al., (1994), Nuc. Acids Res , 22:4673-4680; Higgins et al., (1996), Meth.
Enzymol. 266:383-402; Brutlag et al. (1990) Comp. App. Biosci. 6:237-245; Jones and
Swindells, (2002) Trends Biochem. Sci. 27:161-4; Olsen et al. {1999) Pac. Symp.
Biocomput.; 302-13), cuyas descnpciones se incorporan en su totalidad como
referencia.

A2~
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En una realizacién particular, se usa el método de Smith-Waterman, con una
matriz de puntuacién tal como PAM, PAM 250 o preferiblemente con matrices
BLOSUM tales como BLOSUMS0 o BLOSUM62 y con los parametros por defecto
(penalizacién para la apertura de hueco = 10 y penalizacién para la extensién de un
hueco = 1) 0 con parametros especificados por el usuario, preferiblemente superiores a
los parametros por defecto.

En otra realizacién particular, las secuencias de las proteinas y 4cidos
nucleicos se alnean usando los programas Basic Local Alignment Search Tool
("BLAST") con los parametros por defecto, o0 con parametros modificados
proporcionados por el usuario. Preferiblemente, la matriz de puntuacién usada es la
matnz BLOSUMSE2 (Gonnet et al., (1992), Science 256:1443-1445; Henikoff and
Henikoff, (1993), Proteins 17.49-61, cuyas descripciones se incorporan aqui en su
totalidad como referencia). Menos preferblemente, también se pueden usar [as
matrices PAM o PAM250 (véase, p. ej., Schwartz and Dayhoft, (1978), eds., Matnces
for Detecting Distance Relationships: Atlas of Proten Seguence and Structure,
Washington: National Biomedical Research Foundation, cuya descripcién se incorpora
por la presente en su totalidad como referencia).

Todavia en otra realizacion particular, las secuencias de polinucleétidos ¢
polipéptidos se alinean usando el programa de ordenador FASTDB basado en el
algoritmo de Brutlag et al. (1990), véase antes. Los parametros preferidos usados en
un alineamiento de FASTDB de secuencias de ADN son: Matnz = Unitary, k-tuple = 4,
penalizacién por mal apareamiento = 1, penalizacién por union = 20, longitud de grupo
aleatorizada = 0, puntuacién de corte = 1, penalizacién por hueco = 5, penalizacién por
tamaino de hueco = 0,05, tamafio de ventana = 500 o la longitud de la presente
secuencia de nucleétidos, siempre que sea mas corta. Los parametros preferidos
usados en el alineamiento de aminoacidos en FASTDB son: matriz = PAM, k-tuple = 2,
penalizacion por mal apareamiento = 1, penalizacidn por unién = 20, longitud de grupo
aleatorizada = 0, puntuacion de corte = 1, penalizacién por hueco = 5, penalizacién por
tamafio de hueco = 0,05, tamafio de ventana = 500 o la longitud de la presente
secuencia de aminoacidos, siempre que sea mas corta.

De acuerdo con la presente invencion, el polietilenglicol se une covalentemente
por restos de aminodcidos de la hGH o sus vanantes agonistas. Los expertos en la
técnica conocen una variedad de polietilenglicoles activados que tienen una serie de
grupos funcionales, conectores, configuraciones y pesos moleculares diferentes, que
se pueden usar para crear conjugados de PEG-hGH ¢ conjugados de PEG-agonista
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de hGH {para revisiones véase Roberts M.J. et al., Adv. Drug Del. Rev. 54:459-476,
2002), Harns J.M. et al., Drug Delivery Sytems 40:538-551, 2001). La presente
invencién se refiere a un método que usa la quimica de aldehidos para dirigir
selectivamente el resto PEG al extremo N, usando un resto conector de butirilaldehido.
El conector de butirilaldehido da como resultado una mayor especificidad N-terminal
comparado con el conector de acetaldehido (Tabla 1 y Figura 1).

Una realizacién de la presente invencidn es un conjugado de hormona del
crecimiento humana-PEG que tiene la estructura de la Férmula | o Fémmuia Il

H,
H
mmo—cr—g—: A \E-w—(cu,cmoucn,).cu,-mn

Férmula |
o]
MPEG-O(CHyCH20)(CHa)nCH-NH-R
Formula Il
en la que

n es un numero entero entre 1y 10;

m es un numero entero entre 1 y 10;

R es la hormona humana del crecimiento, metionil-hormona del crecimiento, o
una variante de la hormona del crecimiento.

En una realizacién particularnes entre 1y5ymesentre 1 y 5.

En una realizacion particular de la Formulal:nes 1Tymes i;nesliymes2; n
esiymes3;nesiymes4,nesiy mes5nesiy mes6;nesiy mes7,nes
iymes8,nesiymes9nesiymesiO;nes2ymes1,nes2y mes2;nes2y
mes3;nes2ymesd;nes2y mes5;nes2ymes6;nes2ymes7;nes2ym
es8nes2ymes9;nes2ymesi10;nes3ymesi;nes3ymes2;nes3ymes
dines3ymes4,nes3ymes5;nes3ymesb;,nes3ymes7;nes3ymess; n
es3ymes9; nes3ymesiO;nesdymesi;nesdymes2;nesdymes3, nes
4ymes4,nes4ymes5;nes4dymesB;nesdymes7;nesdymesB;nesdy
mes9nes4dymesi0;nesS5ymesi;nesSymes2;nes5ymes3;nes5ym
es4;,nesbymesb,nesS5ymes6, nesbymes7;ness5ymes8,nesS5ymes9;
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nesbymesi0,nesbymesi;nes6ymes2;nes6ymes3, nesbymes4;n
esBymes5; nes6ymes6;nes6ymes7;nes6ymes8, nes6ymes9;nes?
ymes10;nes7ymest;nes7ymes2;nes7ymes3;nes7ymes4;nes7ym
esS;nes7ymes6,nes7ymes7;nes7ymes8;nes7ymes9;nes7ymes
10;nes8ymesi,nesBymes2;nesBymes3;nes8y mes4;nes8ymes5;
nes8ymes6; nes8Bymes7;nesBymes8;nes8ymes9;nes8ymes 10; n
esS9ymesi;nes9ymes2;nes9ymes3;nes9ymes4;nes9ymesS5;nes9
ymes6 nes9ymes7,nes9ymes8,nes9ymes 9 nes9ymes10;nes 10y
mesi;nesiOymes2;nes10ymes3;nes10ymes4;,nes10ymes5;nes 10
ymes6;nesiOymes7;nes10ymes8;nes10ymes9;nes 10ymes 10.

Una realzacion especifica es un conjugado de hormona del crecimiento
humana-PEG que tiene la estructura

I

H

}:,

H
mreo—o—g——-: \ﬁ-n—{cu,cn,oucu,cu,cn,curnu-n

MPEG-O(CH;CH0)CHyCHyCH,CHy-NH-R
en la que R es la hormona del crecimiento humana, metionil-hormona del
crecimiento humana o una variante de la hormeona del crecimiento humana.

Otra realizacién especifica de la presente invencién, es el conjugado de
hormona del crecimento humana-PEG en el que la hormona del crecimiento humana
comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos del ID SEC N%: 1.

Una realizacién especifica de la presente invencibn es un conjugado de
hormona del crecimiento humana-PEG en el que mas de 80%, mds preferiblemente
81%, mas preferiblemente 82%, mas preferiblemente 83%, mas preferiblemente 84%,
mas preferiblemente 85%, mas preferiblemente 86%, mas preferiblemente 87%, més
preferiblemente 88%, mas preferiblemente 89%, mas prefenblemente 90%, mas
preferiblemente 91%, mas prefenblemente 92%, mas preferiblemente 93%, mas
preferiblemente 94%, mas preferiblemente 95%, mas prefenblemente 96%, mas
preferiblemente 97%, y méas preferiblemente 98%, del polietilenglicol esti conjugado a
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la fenilalanina amino terminal de la secuencia de aminodcidos del ID SEC N®: 1.

Otra realizacién especifica de la presente invencién es un conjugado de
hormona del crecimiento humana-PEG en el que mas de 90% del polietilenglicol esta
conjugado a la fenilalanina amino terminal de la secuencia de aminoacidos del ID SEC
N2 1.

Otra realizacibn especifica de la presente invencién es un conjugado de
homona del crecimiento humana-PEG en el que mas de 95% del polietiienglicol esta
conjugado a la fenilalarina amino terminal de la secuencia de aminoacidos del ID SEC
N2 1, ‘

Otra realizacion especifica de la_presente invencién es un conjugado de
hormona del crecimiento humana-PEG en el que mas de 98% del polietilenglicol esta
conjugado a la fenilalanina amino terminal de la secuencia de aminoécidos del ID SEC
N%: 1.

El polietilenglicol usado en la presente invencion no esta restringido a ninguna
forma particular o intervalo de peso molecular. El peso molecular del polietilenglicol
puede esiar entre aproxxmadamente 500 y aproximadamente 100.000 Dalton. El
término “aproximadamente” indica que en las preparaciones de polietilenglicol, algunas
moléculas pesardn mds, y algunas menos, que el peso molecular expuesto, y el peso
molecular expuesto se refiere al peso molecular medio. Se entiende que hay algun
grado de polidispersidad asociada con polimeros tales como el polietilenghcol. Es
preferible usar PEG con baja polidispersidad. Normalmente, se usa un PEG con un

" peso molecular de aproximadamente 500 a aproximadamente 60.000. Un intervalo de
. peso molecular de PEG especifico de la presente invencién es de aproximadamente

1.000 a aproximadamente 40.000. En otra realizacién especifica el peso molecular del
PEG es mayor que aproximadamente 5.000 hasta aproximadamente 40.000. En otra
realizacién especifica, el peso molecular del PEG es de aproximadamente 20.000 a

* aproximadamente 40.000. Se pueden usar otros tamanos, dependiendo del perfil

terapéutico deseado (p. ej., duracion de la liberacién sostenida deseada, los efectos, si
hay alguno en la actividad bioldgica, el grado o falta de antigenicidad y otros efectos
conocidos del polietileno en una proteina terapéutica). Por ejemplo, el poliehienglicol
puede tener un peso molecular medio de aproximadamente 200, 500, 1.000, 1.500,
2.000, 2.500, 3.000, 3.500, 4.000, 4.500, 5.000, 5.500, 6.000, 6.500, 7.000, 7.500,
8.000, 8.500, 9.000, 9.500, 10.000, 10.500, 11.000, 11.500, 12.000, 12.500, 13.000,
13.500, 14.000, 14.500, 15.000, 15500, 16.000, 16.500, 17.000, 17.500, 18.000,
18.500, 19.000, 19.500, 20.000, 25.000, 30.000, 35.000, 40.000, 45.000, 50.000,
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55.000, 60 000, 65 000, 70.000, 75 000, 80.000, 85.000, 90.000, 95.000, 6 100.000
Dalton.

En otra realizacion, el polietilenglicol es un PEG ramificado que tiene mas de un
resto de PEG unido (véase los documentos de EE.UU. 5.932.462; EE.UU. 5.342.940;
EE.UU. 5.643.575; EE.UU 5.919.455; EE.UU. 6.113.806; EE.UU. 5.183.660; Kodera
Y., Bioconjugate Chemistry 5:283-288 (1994); y WO 02/09766. En una realizacion
preferida, el peso molecular de cada polietilenglicol del PEG ramificado es de
aproximadamente 5.000-20.000. En una realizacion especifica, el peso molecular de
cada polietilenglicol del PEG ramificado es aproximadamente 20.000.

Los poli{bxidos de alquileno), particularmente los polietlenglicoles, se unen a la
hGH o su vanante agonista por un grupo terminal reactivo, que puede dejar 0 no un
resto conector (espaciador) entre el PEG y la proteina. Con el fin de formar los
conjugados de la hGH o su variante agonista de la presente invencién, los polimeros
tales como los poli(éxido de alquileno) se convierten en formas activadas, tal como
entienden dicha expresion los expertos en la técnica. El grupo reactivo, por ejemplo, es
un grupo terminal reactivo, que media un enlace entre los restos quimicos en la
proteina y el polietilenglicol. Tipicamente, uno o ambos grupos hidroxilo terminales de
los extremos del polimero (es decir, los grupos hidroxilo terminales alfa y omega) se
convierten en grupos funcionales reactivos, que permiten la conjugacién covalente.
Este procedimiento se denomina con frecuencia “activacién® y el producto de
polietilenglicol que tiene el grupo reactivo se denomina en lo sucesivo “un
polietilenglicot activado”. En una realizacién especifica, uno 0 mas grupos hidroxilo
terminales del polimero, se convierten 0 rematan con un grupo no reactivo. En una
realizacién especifica uno de los grupos hidroxilo terminales del polimero se convierten
o rematan con un grupo metilo. Tal como se usa en la presente memoria, el término
“‘mPEG" se refiere a un PEG, que esta rematado en un extremo con un grupo metilo. El
mPEG se puede representar estructuralmente como

CH;O-(CH,CHZ0),-H

Los polimeros que contienen tanto grupos de unién o como g, se denc;minan
“poli(dxidos de alquileno) bis-activados”. Los polimeros que contienen el mismo grupo
reactivo en los hidroxilos terminales o y e se denominan a veces “homobifuncionales” u
“*homobis-activados”. Los polimeros que contienen diferentes grupos reactivos en los
hidroxilos terminales o y € se denominan a veces "heterobifuncionales® (véase por
ejlemplo el documento WO 01/26692) o “heterobis-activados™. Los polimeros que
contienen un solo grupo reactivo se denominan poli{éxidos de alquileno} “mono-
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activados” o “mono-funcionales”. Otros polimeros sustanciaimente no antigénicos son
“activados” 0 “funcionalizados” de la misma forma.

Por lo tanto, los polimeros activados son adecuados para mediar un enlace
entre los restos quimicos en la proteina, tal como grupos a- 0 - amino, carboxilo o tiol,
y el polietilenglicol. Los polimeros bis-activados pueden reaccionar de esta forma con
dos moléculas de proteina 0 una molécula de proteina y una molécula pequefia
reactiva en otra realizacién para formar eficazmente conjugados de proteina-polimeros
o proteina-molécula pequena por enlaces cruzados.

En una realizacién preferida de la invencion, se forman uniones de amina
secundaria 0 amida usando el grupo a-amino terminal o grupos e-amino de la lisina de
la hGH o su varante agonista y el PEG activado. En otro aspecto preferido de la
invencién, se forma una unién de amina secundaria entre el grupo a-amino o e-amino
pnmarios N-terminales de la hGH o su vanante agonista y la cadena de PEG-aldehido
sola o ramificada por alquilacién reductora con un agente de reduccién adecuado tal
como NaCNBH; NaBH,, piridina-borano, etc. como describen Chamow et al.,
Biocomjugate Chem. 5: 133-140 (1994), patente de EE.UU. n® 4.002.531, WO
90/05534, y patente de EE.UU. n®. 5.824.784.

En una realizacién preferida, al menos 70%, preferiblemente al menos 80%,
preferiblemente al menos 81%, prefenblemente al menos 82%, preferiblemente al
menos 83%, prefenblemente al menos 84%, preferiblemente al menos 85%,
preferiblemente al menos 86%, prefenblemente al menos 87%, preferiblemente al
menos 88%, preferiblemente al menos 89%, preferiblemente al menos 90%,
prefenblemente al menos 91%, preferiblemente al menos 92%, prefenblemente al
menos 93%, preferiblemente al menos 94%, preferiblemente al menos 95%,
preferiblemente al menos 96%, preferiblemente al menos 97%, y mas preferiblemente
al menos 98% del polietilenglicol esta en el grupo a-amino-terminal.

Las reacciones de conjugacién, denominadas reacciones de pegilacion,
histéricamente se han llevado a cabo en solucidén con exceso molar de polimero y sin
tener en cuenta donde se uniria el polimero a la proteina. Sin embargo, dichas técnicas
generales, se ha demostrado tipicamente que no son adecuadas para conjugar
proteinas bioactivas a polimeros no antigenicos y que se retenga suficiente
bioactividad. Una forma de mantener la bioactividad de la hGH o su vanante agonista
es evitar sustancialmente la conjugacién de los grupos reactivos de la hGH o su
variante agonista asociados con el{los) sitio(s) de union del receptor, en el
procedimento de acoplamiento del polimero. Otro aspecto de la presente invencién es
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proporcionar un procedimiento para conjugar polietilenglicol a la hGH o su variante
agonista manteniendo altos miveles de actividad retenida.

La modificacién quimica mediante un enlace covalente se puede llevar a cabo
en cualesquiera condiciones adecuadas adoptadas generalmente en una reaccién de
una sustancia biolégicamente activa con el polietilenglicol activado. La reaccién de
conjugacion se lleva a cabo en condiciones relatvamente suaves para evitar la
inactivacion de la hGH o su variante agonista. Las condiciones suaves incluyen
mantener el pH de la solucién de la reaccion en el intervalo de 3 a 10 y las
temperaturas de reaccién en el intervalo de aproximadamente 0-372C. En los casos en
los que los restos de aminoacidos reactivos en la hGH o su variante agonista tienen
grupcs amino libres, Ia modificacién antenor se lleva a cabo preferiblemente en una
Iista no imitada de tampones adecuados (pH 3 a 10), incluyendo fosfatos, MES, citrato,
acetato, succinato o HEPES, durante 1-48 horas a 42-37°C. Cuando el objetivo son
grupos amino N-terminales con reactivos tales como PEG-aldehidos, prefenblemente
se mantiene pH 4-7. Se puede usar el polietilenglicol activado en una cantidad de
aproximadamente 0,01-100 veces, prefenblemente aproximadamente 0,01-2,5 veces,
la cantidad molar del nimero de grupos amino libres de la hGH o su variante agonista.
Por otra parte, cuando los restos de aminoacidos reactivos en la hGH o su variante
agonista tienen grupos carboxilo libres, la modificacion anterior se lleva a cabo
preferiblemente en un pH de aproxmadamente 3,5 a aproximadamente 5,5, por
ejemplo, la modificacién con polioxietilendiamina se lleva a cabo en presencia de
carboduimida (pH 4-5) durante 1-24 horas a 4°-37°C. El polietlenglicol activado se
puede usar en una cantidad de 0,01-300 veces la cantidad molar del numero de
grupos carboxilo libres de la hGH o su variante agonista.

En realizaciones separadas, el limite superior para la cantidad de polimero
incluido en las reacciones de conjugacion supera aproximadamente 1:1 la cantdad
que puede reaccionar de polimero activado y hGH o su variante agonista sin formar
una cantdad sustancial de especies de alto peso molecular, es decir, mas de
aproximadamente 20% de los conjugados que contengan mas de aproximadamente
una cadena de polimero por molécula de hGH o su vanante agonista. Por ejemplo, en
este aspecto de la invencion, se contempla que se pueden usar relaciones de hasta
aproximadamente 6:1 para formar cantidades significativas de los conjugados
deseados que después se pueden aislar de cualquier especie de peso molecular aito.

En otro aspecto de esta invencién, se pueden usar derivados de PEG activados
bifuncionales para generar moléculas de PEG-hGH ¢ su vanante agonista polimeras,
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en las que multples moléculas de hGH o su vanante agonista estdn reticuladas
mechante el PEG. Aunque las condiciones de reaccion descritas en esta memona
pueden producir cantidades significativas de hGH o su vanante agonista sin modificar,
la hGH o su variante agonista sin modificar se puede reciclar facilmente en lotes
posteriores para reacciones de conjugacion adicionales. Los procedimientos de la
presente invencion, sorprendentemente generan muy poco, es decrr, menos de
aproximadamente 30%, y méas preferiblemente, menos de 10% de especies de alto
peso molecular y especies que contienen mas de una cadena de polimero por hGH o
su variante agonista. Estas condiciones de reaccidn contrastan con las usadas
tipicamente para las reacciones de conjugacion de polimeros, en las que €l polimero
activado esta presente con un excesc molar de vanas veces con respecto al objetivo.
En otros aspectos de la invencion, el polimero estd presente en cantidades de
aproximadamente 0,1 a aproximadamente 50 equivalentes por equivalente de hGH o
su variante agonista. En otros aspectos de la invencidn, el polimero estd presente en
cantidades de aproximadamente 1 a aproximadamente 10 eguivalentes por
equivalente de hGH o su variante agonista.

Las reacciones de conugacidn de la presente invencién proporcionan
inicialmente una mezcla o conjunto de reacciéon que contiene conjugados de mono- y
di-PEG-hGH, hGH sin reaccionar, polimerg sin reaccionar, y normaimente menos de
aproximadamente 20% de especies de alto peso molecular. Las especies de alto peso
molecular incluyen conjugados que contienen mas de una cadena de polimero, y/o
especies de PEG-hGH o su vanante agonista polimerizadas. Después de separar las
especies sin reaccionar y especies de alto peso molecular, se recuperan las
composiciones que contenen conjugados de mono- y di-polimero-hGH o su variante
agonista. Dado que la mayor parte de los conjugados incluyen una sola cadena de
polimero, los conjugados son sustancialmente homogéneos. Estas hGH o su variante
agonista modificadas tienen al menos aproximadamente 0,1% de la actividad biolégica
in vitro asociada con la hGH 0 su vanante agonista nativa o sin modificar, medido
usando ensayos de proliferacién de células FDC-P1 patrén (Clark et al. Journal of
Biological Chemistry 271:21969-21977, 1996), ensayo de unién al receptor ({documento
US 5.057.417), o crecimiento de rata hipofisectomizada (Clark et al. Journal of
Biological Chemistry 271:21969-21977, 1996). Sin embargo, en aspectos prefendos de
la invencién, fa hGH o su variante agorusta modificada tiene aproximadamente 25% de
la actividad biolégica in witro, mas preferiblemente, la hGH o su variante agonista
modificada tiene aproximadamente 50% de la actividad biolégica in vitro, mas
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prefenblemente, la hGH o su vanante agonista modificada tiene aproximadamente 75%
de la actwidad bioldgica in vivo, y mas prefenblemente la hGH o su variante agonista
tiene una actividad in vivo equivalente 0 mejor.

Los procedimientos de la presente invencién preferiblemente incluyen
relaciones de polimero a hGH o su variante agonista bastante limitadas. Asi, se ha
encontrado que los conugados de hGH o su variante agonista estan limitados
predominantemente a especies que contienen s6lo una cadena de polimero. Ademas,
la unién del polimero a los grupos reactivos de la hGH o su vanante agonista es
sustancialmente menos aleatoria que cuando se usan mayores excesos molares del
conector polimero. La hGH o su vanante agonista sin modificar presente en la mezcla
de reaccién, después de nactivar la reaccion de conjugaciéon, se puede reciclar a
reacciones postenores usando cromatografia de intercambio ibnico o de exclusion por
tamanos, o técnicas-de separacién similares.

Una hGH o su vanante agonista modificada con polietilenglicol, particularmente
una proteina quimicamente modificada de acuerdo con la presente invencién, se
puede purificar de una mezcla de reaccidn por métodos convencionales que se usan
para purificar proteinas, fales como dialisis, precipitacién por adicibn de satl,
ultrafiltracién, cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de interaccion
hidréfoba (HIC), cromatografia en gel y electroforesis. La cromatografia de intercambio
idnico es particularmente eficaz para separar el polietilenglicol sin reaccionar y la hGH
0 su variante agonista. En una realizacién adicional de la invencién, las especies
mono- y di-polimero-hGH 0 su variante agonista se aislan de la mezcla de reaccion
para separar las especies de alto peso molecular, y la hGH o su variante agonista sin
modificar. La separacion se lleva a cabo poniendo las especies mezcladas en una
solucion tampén que contiene aproximadamente 0,5-10 mg/ml de los conjugados de
hGH o su variante agonista-polimero. Las soluciones adecuadas tienen un pH de
aproximadamente 4 a aproximadamente 10. Las soluciones contienen prefenblemente
una © mas sales de tamponamiento seleccionadas de KCI, NaCl, K:HPO,, KH.PO,,
Na;HPO,, NaH.PO,, NaHCO,, NaBQ,, CH;CO.H y NaOH.

Dependiendo del tampdn de reaccion, puede ser necesario someter primero la
solucién del conjugado de hGH o su vanante agonista y polimero, a intercambio de
tampén/ultrafiltracién para separar cualquier polimero sin reaccionar. Por ejemplo, la
solucidn de conjugado de PEG-hGH o su varante agonista se puede ultrafiltrar a
través de una membrana con corte de exclusién de peso molecular bajo (10.000 a
30.000 Dalton) para separar la mayor parte de los materiales no deseados tales como
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polimero sin reaccionar, tensioactivos, si estan presentes, o similar.

El fraccionamiento de los conjugados en una mezcla que contiene las especies
deseadas, se lleva a cabo preferiblemente usando un medio de cromatografia de
intercambio ibnico. Dichos medios pueden unir selectivamente conjugados de PEG-
hGH o su vanante agorusta por diferencias de la carga, que varia de una forma algo
predecible. Por ejemplo, la carga de la superficie de la hGH o su variante agonista se
determina por el nimero de grupos cargados disponibles en la superficie de la
proteina. Estos grupos cargados tipicamente sirven como punto de unién potencial de
polimeros de pol{éxido de alquiieng). Por lo tanto, los conjugados de hGH o su
vanante agonista tendran diferente carga respecto a las otras especies, para permitir el
aislamiento selectivo.

Para el método de la presente invencién, se usan resinas de intercambio
anidnico o catiénico fuertemente polares, tales como resinas de amina cuaternaria o
sulfopropilo, respectivamente. Se prefieren especialmente las resinas de intercambio
16nico. Una hsta no limitante de resinas de intercambio catidnico disponibles en el
comercio adecuadas para usar con la presenie invencibn son SP-hitrap®, SP
Sepharose HP® y SP Sepharose® de flujo rdpido. También se pueden usar otras
resinas de intercambio catidnico adecuadas, por ejemplo resinas S y CM. Una lista no
limitante de resinas de intercambio anmiénico, incluyendo resinas de intercambio
anionico disponibles en el comercio, adecuadas para usar con la presente invencién
son Q-hitrap®, Q Sepharose HP®, y Q sepharose®, de flujo rapido. También se pueden
usar otras resinas de intercambio amiénico adecuadas, por ejemplo, resinas DEAE.

Por ejemplo, la resina de intercambio aniénico o catiénico preferiblemente se
empaqueta en una columna y se equilibra por medios convencionales. Se usa un
tampon que tiene el mismo pH y osmolalidad que la solucién de conjugado de polimero
y hGH o su vanante agonista El tampon de elucién contiene preferiblemente una o
mdas sales seleccionadas de KCI, NaCl, K:HPO,, KH:.PO,, Na:HPO,, NaH.PO,,
NaHCOQ,, NaBO,, y (NH,).CO.. Después, la solucibn que contiene conjugado se
adsorbe en la columna, donde el polimero sin reaccionar y algunas especies de alto
peso molecular no son retenidas. Cuando se completa la carga, se aplica a la columna
un flujo con gradiente de un tampén de elucién con concentraciones safinas crecientes
para eluir la fraccién deseada de conjugado de poli{éxido de alquileno) y hGH o su
variante agonista. Las fracciones combinadas eluidas se limitan preferiblemente a
conjugados de polimero uniformes, después de la etapa de separacién de intercambio
catidnico o aniénico. Después cualquier especie de hGH o su variante agonista no
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conjugada se puede volver a lavar de la columna por técnicas convencionales. Si se
desea, se pueden separar ademas entre si especies de hGH o su variante agonista
mono y multipegiladas, mediante una cromatografia de intercambio 16nico adicional o
cromatografia de exclusion por tamarios.

También se pueden usar técnicas que usan muliples etapas isocraticas de
concentracion salina o pH crecientes. Multiples etapas de elucién isocratica de
concentracion creciente daran como resultado la elucidn secuencial de conjugados de
di- y después mono-hGH o su variante agorista-polimero.

El intervalo de temperatura para la elucién es entre aproximadamente 42C y
aproximadamente 259C. Preferiblemente, la elucién se lleva a cabo a una temperatura
de aproximadamente 4°C a aproximadamente 22°9C. Por ejemplo, la elucion de la
fraccion de PEG-hGH o su variante agonista se detecta por absorbancia UV a 280 nm.
La recoleccién de fracciones se puede lograr mediante perfiles de elucién sencillos.

Se puede usar un tensioactivo en el procedimiento de conjugacion del polimero
de pohetilenglicol con el resto de la hGH o su vanante agonista. Entre los tensioactivos
adecuados se Incluyen agentes de tipo 16nico tales como dodecil-sulfato sédico.
También se pueden usar otros tensioactivos idnicos tales como docecil-sulfato de litio,
compuestos de amonio cuaternano, acido taurocélico, acido caprilico, &cido decano-
sulfénico, etc. También se pueden usar tensioactivos no ibnicos. Por ejemplo,
matenales tales como polioxietilen-sorbitanes (Tweens), polioxietilen-éteres (Trtons).
Véase también Neugebauer, A Guide to the Properties and Uses of Detergents in
Biology and Biochemistry (1992) Calbiochem Comp. Las anicas Imitaciones de los
tensioactivos usados en los procedimientos de la invencién, son que se usen en
condiciones y concentraciones que no produzcan una sustancial desnaturalizacion
ireversible de la hGH o su vanante agonista, y no inhiban completamente la
conjugacién del polimero. Los tensiocactivos estan presentes en las mezclas de
reaccion en cantidades de aproximadamente 0,01-0,5%, preferiblemente de 0,05-0,5%;
y mas preferiblemente de aproximadamente 0,075-0,25%. También se contemplan
mezclas de tensioactivos.

Se cree que los tensioactivos proporcionan un sistema de proteccidon temporal y
reversible durante el procedimiento de conjugacién del polimero. Se ha mostrado que
los tensioactivos son eficaces para rechazar selectivamente la conjugacién del
polimero, pero permitiendo que se produzca la conjugacién basada en lisina 0 basada
en amino terminal.

La hGH modificada con poliefilenglicol © su vanante agonista modificada tiene
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un efecto farmacoldgico mas duradero, que se puede atnbuir posiblemente a su
semivida in vivo mds prolongada.

Otra realizacion de la invencidn se refiere a métodos para prevenir y/o tratar
una enfermedad o trastorno en el que el uso de la GH, preferiblemente hGH es
beneficioso, que comprende administrar a un paciente que lo necesite una cantidad
terapéuticamente eficaz de una hGH modificada con polietilenglicol de la invencién o
su variante agonista, sola 0 combinado con otro agente terapéutico. La invencién
también se refiere al uso de una hGH modificada con polietilenglicol de la invencién o
su vanante agonista para fabncar un medicamento para prevenr y/o tratar una
enfermedad o trastomo en el que el uso de la GH, prefenblemente la hGH, es
beneficioso. Ademas, la invencion también se refiere a una composicion farmacéutica
que comprende una hGH modificada con polietilenglicol de la invencién o su variante
agonista para prevenir y/o tratar una enfermedad o trastomo en el que el uso de la GH,
preferiblemente la hGH, es beneficioso.

Entre las enfermedades y trastornos en los que la GH es beneficiosa se
incluyen, pero no se limita, deficiencia de la hormona del crecimiento (DHC),
deficiencia de la hormona del crecimiento en adultos (DHCa), sindrome de Turner,
retraso del crecimiento en nifios que nacieron pequefios para la edad gestacional
(PEG), sindrome de Prader-Willl (SPW), insuficiencia renal crénica (IRC), emaciacion
por SIDA, envejecimiento, insuficiencia renal terminal, fibrosis quistica, disfuncién
eréctil, lipodistrofia por VIH fibromialgia, osteoporosis, trastornos de la memoria,
depresion, enfermedad de Crohn, displasias esqueléticas, lesidn cerebral traumatica,
hemorragia subaracnoide, sindrome de Noonan, sindrome de Down, estatura baja
idiopatica (EBI), enfermedad renal terminal (ERT), muy bajo peso al nacimiento
(MBPN), rescate de células madre de la médula ésea, sindrome metabélico, miopatia
glucocorticoide, estatura baja debida al tratamiento de nifios con glucocorticoides, y
retraso del crecimento en ninos prematuros bajos.

En una realizaciébn mas especifica de la invencién, la hGH modificada con
polietilenglicol de la invencién o su variante agonista, se usan para prevenir y/o tratar
trastornos ¢ enfermedades seleccionadas del grupo que consiste en GHD, ago, PEG,
SPW, sindrome de Turner e IRC.

En otra realizacion méas especifica de la invencidon, la hGH modificada con
polietilenglico! de la invencién o su variante agonista se usan para prevenir y/o tratar
trastomos o enfermedades seleccionados del grupo que consiste en estatura baja
idiopdtica, muy bajo peso al nacimiento, lesion cerebral traumdtica, sindrome
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metabdlico, y sindrome de Noonan.

Otra realizacién de la invencién se refiere a composiciones farmacéuticas que
comprenden una hGH modificada con polietlenglicol de la invencibn o su vanante
agonista, sola o combinada con otro agente terapéutico, y al menos un excipiente o
vehiculo farmacéuticamente aceptable. Después, la hGH modificada c¢on
polietilenglicol de la invencién o su variante agonista presente, se pueden formular en
productos farmacéuticos que contienen también un diluyente farmacéuticamente
aceptable, un agente para preparar una solucién isoténica, un acondicionador del pH y
similares, con el fin de administrarlo a un paciente.

Los productos farmacéuticos anteriores se pueden administrar por via
subcutdnea, intramuscular, intravenosa, pulmonar, intradérmica, u oral, dependiendo
del propdsito del tratamiento. Una dosis también se puede basar en la clase y estado
del trastorno de un paciente que se va a tratar, estando normalmente entre 0,1 mgy 5
mg por inyeccion, y entre 0,1 mg y 50 mg en una administracién oral para un adulto.

Tal como se usa en la presente memoria, el polietlenglicol-hGH modificada o
su vanante agonista de la presente invencidn se puede usar combinado con otro
agente terapéutico. Tal como se usa en la presente memona, las expresiones
"coadministracion”, “coadministrado® y ‘“combinado con” en relacién con los
compuestos A y uno o mas agentes terapéuticos distintos, se pretende que signifiquen,
se refieran e incluyan de lo siguiente:

- administracién simultinea de dicha combinacién de A y ei{los) agente(s)
terapéutico(s) a un paciente que necesite tratamiento, cuando dichos componentes se
formulan juntos en una sola forma de dosificacion que libera dichos componentes
sustancialmente al mismo tiempo en dicho paciente,

- administracién simultanea de dicha combinacion de A y el{los) agente(s)
terapéutico(s) a un paciente que necesite tratamiento, cuando dichos componentes se
formulan por separado en formas de dosificacion separadas, que son tomadas
sustancialmente al mismo tempo por dicho paciente, de forma que dichos
componentes son liberados sustancialmente al mismo tiempo en dicho paciente,

- administracidén secuencial de dicha combinacidn de A y el(los) agente(s)
terapéutico(s) a un paciente que necesite tratamiento, cuando dichos componentes se
formulan por separado en formas de dosificacion separadas, que son tomadas en
tiempos consecutivos por dicho paciente con un intervalo de tiempo significativo entre
cada administracion, de forma que dichos componentes son liberados sustanciaimente
en distintos momentos en dicho paciente; y
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- administracion secuencial de dicha combinacién de A y el(los) agente(s)
terapéutico(s) a un paciente gue necesite tratamiento, cuando dichos compuestos se
formulan juntos en una sola forma de dosificacion que libera dichos componentes en
una forma controlada de modo que son adminisirados al mismo tiempo,
consecutivamente y/o superponiéndose en el mismo momento y/o momentos
diferentes en dicho paciente.

Entre los ejemplos adecuados de otros agente terapéuticos que se pueden usar
combinados con A, sus sales farmacéuticamente aceptables y/o sus formas dernvadas,
se incluyen, pero no se limitan' inhibidores de aromatasa tales como exemestano,
formestano, atamestano, fadrozol, letrozol, vorozol y anastrozol; reguladores de acidos
grasos libres incluyendo derivados de acido fibrico (tales como fenofibrato, clofibrato,
gemfibrozil, bezafibrato y ciprofibrato) y derivados del acido nicotinico tales como
acipimox; agentes sensibilizadores de insulina incluyendo, pero sin limitar, biguanidas
tales como metformina, agentes sensibilizadores de insulina PPAR vy tiazolodenionas
tales como troglitazona y rosiglitazona. Troglitazona, 5-{[4-[3,4-dihidro-6-hidrox-2,5,7,8-
tetrametil-2H-]-benzopiran-2-il)metoxilfenil)metil-3-2,4-tiazoldindiona V411  (DIABII,
Glaucanina) Pioglitazona (ACTOS, AD 4833, U 72107, U 72107A, U 72107E,
ZACTOS) Nombre quimico: 2,4-Tiazohdindiona, monohidrocloruro del 5-[[4-[2-(5-etl-2-
pindinil)etoxilffeniljmetio], (a/-); Rosiglitazona (Avandia, BRL 49653, BRL 49653C)
Nombre quimico: 2,4-Tiazolidindiona, 5-[[4-[2-(metil-2-piridinilamino)etoxilfenilimetilo];
25 Bexaroteno-oral (LGD 1069 oral, Targretin oral, Targretin, Targretin oral, Targrexin
oral) Nombre quimico: 4&cido 4-[1-(3,5,5,8,8-pentametil-5,6,7,8-tetrahidro-2-naftil)
etenillbenzoico; ZD 2079, (ICI D 2079) (Nombre quimico: cloruro de (R)-N-{2-4-
(carboximetil) 30 fenoxiletl)-N-(2-hidroxi-2-fenetil)amonio: Netoglitazona, (Isaglitazona,
MCC 555, RWJ 241947) (Nombre quimico. 5-[6(2-fluorobenciloxi)naftalen-2-
imetilltazoldin-2,4-diona); INS (D-quiro-inositol) (Nombre quimico: D-1,2,3,4,5,6-
hexahidroxiciclohexano), ON 2344 (DRF 2593); Dexlipotam, Nombre quimico: acido
5(R)-(1,2-ditiolan-3-il)pentancico 35; HQL 975, Nombre quimico: acido 3-{4-[2-(5-metil-
2-fenilloxazol-4-i)etoxijfenil]-2(S)-(propilamino)propiénico; IM 268, Nombre quimico:
5,5"-metilen-bis(1,4-feniten)bismetilenbis(tiazolidin-2,4-diona). Entre los agonistas de
PPAR | que se estan desarrollando se incluyen: Reglitazar (JTT 501, PNU 182716,
PNU 716) (Nombre quimico: Isoxazoldien-3,5-diona, y 4-[[4-(2-fenil-5-metil)-1,3-
oxazoliljetoxiteni-4)Jmetilo, (4RS)); | (RP 297, Nombre quimico: 10 5-(2,4-
dioxotiazolidin-5-imetil)-2-metoxi-N-[4-(trifluorometil)bencilbenzamida; R 119702 (CI
1037, CS 011) Nombre quimico: hidrocloruro de la (/-)-5-[4-(5-metoxi-1Hbencimidazol-
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2-ilmetoxi)bencilltiazolin-2,4-diona; 15 DRF 2189, Nombre quimico: 5-[[4-[2-(1-
indoliljetoxilfenilimetiljtiazolidin-2,4-diona; inhibidores de la sintesis de cortisol tales
como ketoconazol, econazol ¢ miconazol; hormonas del crecimiento tales como
somatropina 0 somatonorm y sus derivados tales como proteina de fusion de la
hormona del crecimiento tales como ALBUTROPIN; hormonas del crecimiento con
polietilenglicol, tales como hormona del crecimiento pegilada en la cisteina, BT 005
{Bolder BioTechnology Inc.); secretagogos de la hormona del crecimiento, tales como
por ejemplo, SM 130686 (Sumitomo) capromorelina (Pfizer), mecasermina (Fujisawa),
sermarelina (Salk Institute, Bio-Technology General), somatrem, somatomedina (C
Llorente; Pharmacia Corporation) examorelina, tabimorelina; CP 464709 (Pfizer), Li
426410 y LI 444711 (Lilly); 8-(amnoalcoximino)-8H-dibenzola,eltriazolo[4,5-
cjcicioheptenos como se describen en el documento WOQO2002057241,
dibenzo[a,e]1,2,3-tnazolo[4,5-¢][7]anulen-8-onas sushtuidas en 2, como se describe en
el documento W02002056873, péptidos liberadores de la hormona del crecimiento
GHRP-6 y GHRP-1 como se describe en la patente de EE.UU. n? 4.411.890, y las
publicaciones WO 89/07110, WO 89/07111, B-HT920, hexarelina y GHRP-2 como se
descnbe en el documento WO 93/04081, u hormona liberadora de la hormona del
crecimiento (GHRH, también denominada GRF) y sus andlogos, somatomedinas
incluyendo IGF-1 e IGF-2 y sus denvados tales como SomatoKine, una fusién
recombinante de un factor de crecimiento de tipo insulina y su proteina de unién, BP-3,
agonistas alfa adrenérgicos tales como clonidina, xilazina, detomidina y medetomidina
o agonistas de la serotonina SHTID tales como surnitriptdn o0 agentes que inhiben la
somatostatna o su lberacion tal como fisostigmina y prridostigmina, TGRF 1-44
(Teratechnologies); L 165166 (Merck & Company), denvados dipeptidicos como se
describen en el documento WQ9858947, inhibidores de la dipeptidil-peptdasa IV tales
como aminoacilpirrolidina-nitrilo como se describe en los documentos US6521644,
WO095/15309 y WO98/19998; inhiidores de Ila dipeptidil-peptidasa beta-
aminoheterociclicos tales como los descritos en los documentos US20030100563 y
wQ02003082817; y compuestos de liberacidn de la hormona del crecimiento, tales
como los descritos en los documentos US20030055261, US20030040483, EP 18072,
EP 83864, WO 89/07110, WO 89/01711, WQ 89/10933, WO 88/9780, WO 83/02272,
WO 91/18016, WO 92/01711, WO 93/04081, WO 9514666, EP0923539, patentes de
EE.UU. n? 5.206.235, 5.283.241, 5.284.841, 5.310.737, 5.317.017, 5.374.721,
5.430.144, 5434261, 5.438.136, 5494919, 5.494.920, 5492916, 5536.716 y
5.578.593, WO 94/13696, WO 94/19367, WO 95/03289, WO 95/03290, WO 95/09633,
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WO 95/11029, WO 95/12598, WO 95/13069, WO 95/14666, WO 95/16675, WO
95/16692, WO 95/17422, WO 95/17423, WO 95/34311, y WO 96/02530, piperidinas,
pirrolidinas y hexahidro-1H-azepinas como se describe en los documentos
US5804578, US5783582, WO2004007468, AMIDO-ESPIROPIPERIDINAS tales como
las descritas en el documento WO0104119, compuestos de acido 2-amino-5-pinmidin-
acético incluyendo &cido 2-[{5,6-dimetil-2-benzoimidazolil)amino}-4-hidroxi-6-metil-5-
pirimidin-acético (2) y éster etilico del 4cido 2-[(5,6-dimetil-2-benzoimidadazolil)amino]-
4-hidroxi-6-metil-5-pirimidin-acético, como se describe en el documento US6329383,
bencimidazoles como se descnbe en el documento EP1155014, compuestos de
peptidilo anadlogos relacionados con GRF y los péptidos de la patente de EE.UL.
4.411.890, antagonistas de la hormona liberadora de gonadotropina, tal como los
descritos en los documentos WO0170228, WQ0170227, WO0170228, WO0069433,
WOQ0004013, W0995156, W(Q9951595, W09951231-4, W(09941251-2, W09921557,
WQ09921553 y compuestos de 6-AZAINDOL como se describen en los documentos
WO0053602, W00053185, W00053181, wW00053180, W00053179, WO0053178,
US6288078; secretagogos del IGF-1; factor del crecimiento de tipo insulina 2 (IGF-2 o
somatomedina A) y secretagogos de IGF-2; antagonistas de miostatina que inhiben el
receptor 3 del factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR-3) de la tirosina-quinasa.

Las sustancias polimeras incluidas también son preferiblemente solubles en
agua a temperatura ambiente. Una lista no limitante de dichos polimeros, incluye
homopolimeros de poli(dxido de alquileno) tales como polietienglicol o
polipropilenglicol, poli{polioles oxietilenados), sus copolimeros y sus copolimeros de
bloques, con la condicién de que en los copolimeros de bloques se mantenga la
solubihdad.

Como alternativa a los polimeros basados en PEG, se pueden usar materiales
eficazmente no antigenos tales como dextrano, polivinilpirrolidonas, poliacnlamidas,
poli(alcoholes vinilicos), polimeros basados en hidratos de carbono y similares.
Realmente, la activacidn de los grupos a. y € terminales de estas sustancias polimeras
se puede Hevar a cabo de formas similares a las usadas para convertir los poli(dxidos
de alquileno), y por lo tanto serdn evidentes para los expertos en la técnica. Los
expertos en la técnica comprenderan que la lista anterior es simplemente ilustrativa, y
gue se contemplan todos los materiales polimeros descritos en la presente memona.
Para los propdsitos de la presente invencién, “eficazmente no antigenos” significa
todos los materiales que se entiende en la técnica que no son téxicos y no provocan
una respuesta inmundgena apreciable en mamiferos.

5
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Definiciones
A continuacién se da una lista de abrewviaturas y los comrespondientes
significados que se usan de forma intercambiable en la presente memoria:

9 gramo(s)

mg miligramo(s)

mi mililitro(s)

T.a. temperatura ambiente
PEG polietilenglicol

El contenido compieto de todas las publicaciones, patentes, y solicitudes de
patentes citadas en esta descripcidn, se incorporan en la presente memoria como
referencia, como si cada publicacién, patente ¢ solicitud de patente individual se
indicara especifica e individualmente que se incorpora como referencia.

Aunque la invencién anterior se ha descrito con cierto detalle a modo de
ilustracion y ejemplo con el propésito de que se entienda con claridad, serd evidente
para el experio en la técnica, a la luz de las ensefianzas de esta invencién, que se
pueden hacer cambios y modificaciones sin apartarse del espintu y alcance de la
presente invencién. Los siguientes ejemplos se proporcionan s6lo con propésitos de
ejemplo, y no se pretende que limiten el alcance de la invencién, que se ha descrito
antes en términos generales.

El los siguientes ejemplos, la hGH es la del ID SEC N%: 1. Se entiende que
otros miembros de la familia de polipéptidos de la hGH o su vanante agonista, también
se pueden pegilar de una forma similar como se ejemplifica en los siguientes ejemplos.
EJEMPLOS

Ejemplo 1
PEG(ramificado de PM 40.000)-butirilaldehido-hGH

mrso—o—g—:/m \E-:—(CH;cuzo)aCH:CHzCH:ﬁH
0

Este ejemplo demuestra un método para generar preparaciones
sustanciaimente homogéneas de hGH monopegilada en el extremo N, por alquilacion
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reductora. Se acoplé selectivamente el reactivo metoxi-PEG ramificado-butiraldehido
de PM aproximadamente 40.000 (Shearwater Cormp.) por aminacion reductora al
extremo N de la hGH, aprovechando la diferencia en el valor de pK, relativo de la
amina pnmana en el extremo N frente a los valores de pK, de las aminas primarias en
la posicién e-amino de los restos de lisina. Se hizo reaccionar la proteina hGH disuelta
con una concentracién de 10 mg/ml en Hepes 25 mM (Sigma Chemical, St. Louis, MO)
pH 7,0, (opcionalmente MES 25 mM (Sigma Chemicai , St. Louis, MO) pH 6,0, acetato
sodico 10 mM (Sigma Chemical , St. Louis, MO) pH 4,5), con metoxi-PEG-
butirilaldehido, M-PEG-ALD, (Shearwater Corp., Huntsville, AL} por adicién de M-PEG-
ALD, para dar una relacién molar de PEG:hGH relativa de 2:1. Las reacciones se
catalizaron por adicién de solucidn madre de NaCNBH,; 1 M (Sigma Chemical , St.
Louis, MQ), disuelto en H;O, hasta una concentracién final de 10-50 mM. Las
reacciones se llevaron a cabo en la oscuridad a T.a. durante 18-24 horas. Las
reacciones se pararon por adiciéon de Tris 1 M (Sigma Chemical , St. Louis, MO), pH
7,6, hasta una concentracién final de Tris de 50 mM, o se diluyeron en el tampédn
adecuado para la purificaciéon inmediata.

La Tabla 1 muestra el porcentaje, determinado por cromatografia de exclusién
por tamano, de las especies multi-PEGiladas, conjugado mono-PEGilado, PEG sin
reaccionar, y rendimiento de la purificacion final del PEG(ramificado 40K)-aldehido y
PEG(ramificado 40K)-butirilaldehido. EI PEG-butirilaldehido da como resultado mas
conjugado mono-PEGilado, menores niveles de PEG sin reaccionar, y mayor
rendimiento final comparado con el PEG-aldehido.

TABLA 1

Comparacién de PEG(ramificado 40K)-ALD-hGH y PEG(ramificado
40K)-Butirilaldehido-hGH

Especies en la reaccion
imezcla;
PEG(40K)- PEG(40K)-butinlaldehido-
aldehido hGH hGH

producto multi-PEG 4,02% 5,03%
producto mono-PEG 48,70% 61,02%
hGH sin r ionar 41.80% 29.20%
Rendimiento de la punficacién final 30,80% 44,70%
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Ejemplo 2
PEG(cadena lineal PM 30.000)-butiraldehido-hGH

Se acopla el reactivo metoxi-PEG(lineal PM 30.000)-butiraldehido con el
extremo N de la hGH usando el procedimiento descnto en el Ejemplo 1.
Eiemplo 3
PEG(cadena lineal PM 20.000)-butiraldehido-hGH

Se acopla el reactivo metoxi-PEG(lineal PM 20.000)-butiraidehido con el
extremo N de la hGH usando el procedimiento descrito en el Ejemplo 1.
Eiemplo 4
Purificacion de la hGH pegilada

Las especies de hGH pegiladas se purificaron de la mezcla de reaccién a >95%
(analisis SEC) usando una sola etapa de cromatografia de intercambio i6nico.

Cromatografia de intercambio anidnico

Las especies de hGH pegiladas se purificaron de la mezcla de reaccion a >95%
(andlisis SEC) usando una sola etapa de cromatografia de intercambio aniénico. Se
purificéd la hGH monpegilada de las especies hGH sin modificar y hGH multipegilada
usando cromatografia de intercambio anidénico. Se purificé una mezcla de reaccion de
PEG(20K)-butiraldehido-hGH tipica (5-100 mg de proteina), como se ha descrito antes
en una columna de Q-Sepharose Hitrap (1 6 5 ml) (Amersham Pharmacia Biotech,
Piscataway, NJ) o columna de Q-Sepharose de flujo rapido (26/20, volumen del lecho
70 ml) (Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ) equilibrada en HEPES 25 mM,
pH 7,3 (Tampén A). La mezcla de reaccion se diluyé 5-10X con tampén A y se cargé
en la columna con un caudal de 2,5 ml/min. La columna se lavé con 8 volimenes de
columna del tampén A. Posteriormente, se eluyeron las diferentes especies de hGH de
fa columna en 80-100 volimenes de columna de tampén A y un gradiente lineal de
NaCl de 0-100 mM. El eluyente se controld por absorbancia a 280 nm (Azs) Y se
recogieron fracciones de 5 ml. Las fracciones se mezclaron segun el grado de
pegilacién, p. e}, mono, di, tn, etc. (evaluado como en el ejemplo 15). Después la
mezcla se concentré a 0,5-5 mg/ml en un concentrador Centriprep YM10 (Amicon,
Technology Corporation, Northborough, MA). Se determiné la concentracion de
proteina de la mezcla por la Az usando un coeficiente de extincion de 0,78.
Cromatografia de intercambio catiénico

La cromatografia de intercambio catiénico se lleva a cabo en una columna de
alto rendmiento de SP Sepharosa (Pharamcia XK 26/20, volumen del iecho 70 ml)
equilibrada en acetato sédico 10 mM pH 4,0 (Tampén B). La mezcla de reaccidn se
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diluye 10X con tampdén B y se carga en la columna con un caudal de 5 ml/mn.
Después la columna se lava con 5 volimenes de columna del tampdn B, seguido de 5
volimenes de columna de tampén C al 12% (acetato 10 mM pH 4,5, NaCl 1 M).
Posteriormente, las especies PEG-hGH se eluyen de la columna con un gradiente
lineal de tampdn C al 12 a 27% en 20 volimenes de columna. El eluyente se controla a
280 nm y se recogen fracciones de 10 ml. Las fracciones se juntan de acuerdo ¢on el
grado de pegilacion (mono, di, tn, etc.), se intercambian en tampén de acetato 10 mM
pH 4,5, y se concentran a 1-5 mg/ml en una celda agitada provista de una membrana
Amicon YM10. La concentracién de proteina de 1a mezcla se determina por A280 nm
usando un coeficiente de extincion de 0,78.
Ejemplo 5
Caracterizacion bioguimica

Las mezclas de hGH pegilada purificada se caractenzaron por SDS-PAGE no
reductora, cromatografia de exclusion por tamafos no desnaturalizante, y cariografia
de péptidos.
Cromaiografia liquida de alta resolucion de exclusién por tamanos (SEC-HPLC)
SEC-HPLC no desnaturalizante

Se evaluaron la reaccion de metoxi-PEG con diferentes procedimientos
quimicos de union, tamanos, conectores y geometrias con la hGH, las mezclas de
purificacion de intercambio anidnico y los productos de purificacion finales, usando
SEC-HPLC no desnaturalizante La SEC-HPLC analitica no desnaturalizante se llevd a
cabo usando una columna Superdex 200, 7,8 mm X 30 cm (Amersham Pharmacia
Biotech, Piscataway, NJ) en fosfato 20 mM pH 7,2, NaCl 150 mM, con un caudal de 0,5
mi/minuto {(opcionalmente Tosohaas G4000PWXL Amersham Pharmacia Biotech,
Piscataway, NJ). La PEGilacion aumenta mucho el volumen hidrodindmico de la
proteina dando como resultado un desplazamiento a un tiempo de retencién menor.
Se observaron muevas especies en las mezclas de reaccidn de PEG-aldehido-hGH
junto con la hGH. Estas especies PEGiladas y no PEGiladas se separaron en
cromatografia con Q-Sepharosa, y las especies de mono-PEG-aldehido-hGH
purificadas resultantes, posteriormente se mosird que eluian como un solo pico en la
SEC no desnaturalizante (>95% de pureza). La etapa de cromatografia en Q-
Sepharose separd eficazmente el PEG libre, la hGH, y las especies de hGH multi-
PEGiladas de la hGH mono-Pegilada.
SEC-HPLC desnaturalizante

Se evaldaron la reaccion de los polietilenglicoles-butiraidehido con la hGH, la
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purificacidn por intercambio aniénico, y los productos finales purificados, usando la
SEC-HPLC desnaturalizante. La SEC-HPLC desnaturalizante analitica se lleva a cabo
usando una columna Tosohaas 3000SWXL de 7,8 mm X 30 cm (Tosohaas Pharmacia
Biotech, Piscataway, NJ) en fosfato 100 mM pH 6,8, SDS al 0,1% con un caudal de 0,8
mi/minuto. La PEGilacion aumenta mucho el volumen hidrodindmico de la proteina
dando como resultado un desplazamiento de un tiempo de retenciébn menor. Las
especies PEGiladas y no PEGiladas se separan por cromatografia en Q-Sepharose.
Transferencia SDS PAGE/PVDF

Se us6 SDS-PAGE para evaluar la reaccién del PEG-butiraldehido con hGH, y
los productos finales purificados. La SDS-PAGE se llev$ a cabo en geles de Tris-tricina
al 10-20% de 1 mm de grosor {Invitrogen, Carsbad, CA) en condiciones reductoras y
no reductoras, y se tifieron usando el kit de tinci6n Novex Colloidal Coomassie® G-250
(Invitrogen, Carlsbad, CA). Las bandas se transfieren a una membrana de PVDF para
la postenor identificacion de la secuencia N-terminal.

HPLC de intercambio anidnico analitica

Se evaluaron la mezcla de reaccién de PEG-butiraldehido/hGH, las fracciones
de purficacién por intercambio aniénico, y los productos finales purificados, usando
HPLC de intercambio anidnico analitica. La HPLC de intercambio aniénico analitica se
llevé a cabo usando una columna de intercambio aniénico Tosohaas Q5PW o DEAE-
PW, 7,5 mm X 75 mm (Tosohaas Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ) en Tris 50 mM,
pH 8,6 con un caudal de 1 ml/min. Las muestras se eluyeron con un gradiente lineal de
NaCl 5-200 mM.

Secuencia N-terminal y cartografia del péptdo

Se usé la quimica de degradacion de Edman automatizada para determinar la
secuencia de la proteina N-terminal. Se usé un secuenciador Applied Biosystems
Model 494 Procise (Perkin Eimer, Wellesley, MA) para la degradacién. Los respectivos
derivados PTH-AA se identificaron por andlisis con RP-HPLC de una forma en serie
usando un analizador de PTH Applied Biosystems modelo 140C equipado con una
columna de Perkin EImer/Browniee 2,1 mm d.i., PTH-C18.

Las digestiones con tripsina se llevaron a cabo con una concentracién de 1
mg/mi y tipicamente se usaron 50 ug de material por digestion. Se aiiadio tripsina de
forma que la relacién de tnpsina a PEG-hGH era 1:30 (peso/peso). El tampén tris
estaba presente con una concentracion 30 mM, pH 7,5. Las muestras se incubaron a
temperatura ambiente durante 16 + 0,5 horas. Las reacciones se inactivaron por la
adicion de 50 pl de HCl1 1 N por mi de solucidn de digestién. Las muestras se diluyeron,
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antes de poner las muestras en el autoinyector de muestras, con una concentracion
final de 0,25 mg/ml en acetonitrilo al 6,25%. Primero se anadid acetonitrilo (hasta
acetonitnio al 19,8%), se mezclé bien, y después se anadié agua hasta el volumen final
(cuatro veces el volumen nicial). La solucién de digestion adicional se puede separar y
almacenar durante hasta 1 semana a —20°C.

Se usd un sistema de HPLC Waters Alllance 2695 para el andlisis, pero otros
sistemas producirian resultados similares. La columna usada era una columna Astec
C-4 polimera de 25 cm x 4,6 mm con particulas de 5 um. Los experimentos se llevaron
a cabo a temperatura ambiente con una carga tipica de 50 ng de proteina por muestra.
El tampén A es acido trifluoroacético en agua al 0,1%; el tampén B es dcido
trfluoroacético en acetonitnlo al 0,085%. El gradiente era el siguiente:

Tiempo % A % B % C % D Caudal Curva
0,00 0,0 0,0 100,00 0,0 1,000 1
90,00 0,0 0,0 55,00 45,00 1,000 6
90,10 0,0 0,0 0,0 100,00 1,000 6
91,00 0,0 0,0 0,0 100,00 1,000 6
91,10 0,0 0,0 100,00 0,0 1,000 6
95,00 0,0 0,0 100,00 0,0 1,000 6

La columna se calienta a 40°C usando una camisa de calentamiento. Los
maximos se detectaron usando un detector Waters 996 PDA que recoge datos entre
210 y 300 nm. El cromatograma obtenido a 214 nm se usé para el andlisis de la
muestra.

Se llevaron a cabo mapas tripticos para la hGH, PEG(ramificado 40K)-aldehido,
y PEG(ramificado 40K)-butiraldehido {Figura 1). El fragmento triptico N-terminal se
denominé T-1. En la Tabla 2 se muestra el porcentaje de T-1 presente comparado con
la hGH sin PEGilar. Estos datos sugieren que el 90% de la modificacién con PEG es
en el extremo N, estando el resto aparentemente unido a uno de los varios restos de
lisina posibles, cuando se usa PEG-aldehido comparado con mas de 98% en el
extremo N cuando se usa PEG-butiraldehido.

TABLA 2

% de T-1 presente % de T-1 presente comparado con la
hGH sin PEGilar

hGH 28,0%

PEG-aldehido/hGH 2,6% 9,2%

PEG-butiraldehido/hGH 0,3% 1,2%
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Ejemplo 6
Estudios farmacodindmicos
Ganancia de peso en la rata

Ratas Sprague Dawley hembra, hipofisectomizadas en Taconic Labs, se
clasificaron previamente segin la tasa de crecimiento durante un penodo de 7 a 11
dias. Las ratas se dividieron en grupos de ocho. El grupo 1 consistia en ratas a las que
se administro diariamente o el dia 0 y dia 6 dosis subcutanea de vehiculo. Al grupo 2
se administrd una dosis subcutdnea diaria de GH (30 pg/rata/dosis). Al grupo 3 se
administraron dosis subcutaneas de GH el dia 0 y el dia 6 (180 ug/rata/dosis). Al grupo
4 se administraron dosis subcutdneas de PEG(ramificado 40k)-butiraldehido-hGH el
dia 0 y 6 (180 pg/rata/dosis). Se controld en las ratas hipofisectomizadas la ganancia
de peso, pesando al menos en dias altemnativos durante el estudio. Figuras 3y 4.
Longitud de ia tibia de rata

Los animales de los estudios de ganancia de peso de 11 dias, se sacrificaron el
dia 11, se sacaron las tibias izquierdas y se analizaron por rayos X, y se midieron las
longitudes de los huesos usando un calibre. Figura 5.
Estudios de IGF-1

Se usaron los animales de los estudios de ganancia de peso de seis dias. Se
tomaron muestras de sangre en diferente tiempos durante el estudio, y se
determinaron los niveles de IGF-1 en el suero por ELISA. Figura 6.
Estudios bioguimicos del suero

Se usaron los animales de los estudios de ganancia de peso de 11 dias para
evaluar los valores bioquimicos del suero el dia 7 después de la administracion
acumulada de 1,8 mg/kg el dia 0 y 6, como se muestra en la Tabla 3.
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Tabla 3
Ensayo Vehiculo hGH PEG-hGH
(11 dias con 300 pg/kg/dia) (1,8 pg/kg/el dia 0 y 6)
&'&E} 4,07:0,04 4,0620,05 4,1840,03%¢
(EJ:’L-:-; 31215 209416 280£14
WD) 53,6624 51,142,2 51,3226
(ﬁir) 14047 13144 137211
(:g; 37,441,6 26,741,5¢ 2794064
(o) 109:0,1 e 11,000,1
("E'Z%) 85,142,8 76,943,6% 115,342,8%¢
(ooldl) 0,62£0,02 0,60:0,01 0,59:0,01
‘m}‘ﬁ’ 13424,7 79,624,7 67,1489
(nf:f:l-) 8,2640,28 9,59:0,16* 8,4240,23¢
(;IL) 6,3620,10 6,4840,10 6,9:0,06
B
( %;‘:n_) 10,040,5 7,6:0,4¢ 1 :m:o,?
Trglcerdos :'ll:::.: 49';,7:; 4ls ::;'
. ' -
wn) 78672 162494 9144189
(m::VL) 147:0,5 14620,8 14520,6%
(m:d " 5.940,09 6,31:0,16% 6,7120,17%
(mgm 10340,5 10240,5 102:0,6

*n<0,10 frente al vehiculo, ' p<0,05 frente a hGH
ALB, albomina; FAL, fosfatasa alcalina; ALT, alanina-aminotransferasa; AST,
aspartato-aminotransferasa; BUN, nitrégeno ureico en sangre; Ca®, calcio; Col,

5 colesterol; CRE, creatinina; Fos, fosfato; PT, proteina toral; ABT, 4cido biliar total; SDH,
sorbitol-deshidrogenasa; LDH, lactico-deshidrogenasa; Na*, sodio; K*, potasio; CI,

cloruro

La concentracion nitrégeno ureico en sangre el dia 11 disminuyo significativamente
(p <0,10) en la misma medida respecto al grupo de vehiculo en los anmales tratados
10 con hGH y PHA-794428. Esto indica el aumento del uso de nitrdgeno como resultado
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de la nueva sintesis de proteina durante el crecimiento potenciado.
Estudios farmacocinéticos

Los estudios farmacocinéticos se llevaron a cabo en ratas macho Sprague—
Dawley normales canulada. Las inyecciones se administraron como un solo bolo
subcutaneo de 100 ng/kg/rata de GH p PEG-GH usando seis ratas por grupo. Se
tomaron muestras de sangre durante uno a cinco dias segun fuera adecuado para la
evaluacion de los parametros FC relevantes. Se controlaron los niveles en sangre de
GH y PEG-GH en cada muestra usando inmunoensayo.
Inmunoensayo de hGH

Se determinaron los niveles de concentracidon de proteina hGH y hGH pegilada
en el plasma de ratén y de mono cynomologus, usando el inmunoensayo de
fluorescencia con el kit AutoDELFIA hGH (PerkinElmer). Se controlaron los niveles de
IGF-1 en rata y ser humano mediante el kit de inmunoensayo (Diagnostic System
Laboratones).
Propiedades farmacocinéticas no compartimentales para el conjugado de hGH-PEG
del Ejemplo 1 en primates no humanos

Se administré el conjugado de hGH-PEG del Ejlemplo 1 a monos cynamologus
como inyecciones de bolo intravenosas (iv) o subcutaneas (sc) de 0,18 mg/kg (Tabla
4). Los parametros FC se determinaron usandolos datos medios para n=3 animales.
Las concentraciones en el plasma se midieron usando el kit de autoDELFIA de
inmunoensayo de fluorescencia (PerkinElmer) y una curva predeterminada patrén para
el conjugado de PEG-GH.

Tabla 4
Dosis (mg/kg) iv0,18/sc 0,18
CL, iv (ml/h/kg) 0,8
vd (mi/kg) 28,0
T1/2, iv (h) 25,0
T1/2, sc (h) 61,2
ABC SC (ug/mi*h) 195
Biodisponibilidad SC (%) 84
Tmax, sc (h) 32

77
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REIVINDICACIONES

1. Un método pare prevenir y/o tratar una enfermedad o trastorno en el que es
beneficioso el uso de la hormona del crecimiento, que comprende administrar a un
paciente que lo necesite, una cantidad terapéuticamente eficaz de la hGH modificada
con polietilenglicol que tiene la estructura de la férmula | o I,

~

S

mmo—o-j—-n \ﬁ—g—(cn,ai,o).(m,).m,-nu-n
o

Férmula |

MPEG-O(CH,CH;0)y{CH2)nCH-NH-R

Formula [l

en la que

n es un nimero entero entre 1y 10;

m es un numero entero entre 1y 10;

R es la hormona humana del crecimiento, metionil-hormona del crecimiento,

sola o combinada con otro agente terapéutico, en el que dicha enfermedad o
trastomo en el que es beneficioso el uso de la hormona del crecimiento, se selecciona
del grupo que consiste en disfuncién eréctl, lipodistrofia por VIH, fibromialgia,
osteoporosis, trastornos de la memona, depresién, enfermedad de Crohn, displasias
esqueléticas, lesion cerebral traumdtica, hemorragia subaracnoidea, sindrome de
Noonan, sindrome de Down, estatura baja idiopatica (EBI), enfermedad renal terminal
(ERT), muy bajo peso al nacimiento (MBPN), rescate de células madre de la médula
dsea, sindrome metabdlico, miopatia glucocorticoide, estatura baja debida al
tratamiento con glucocorticoide en nifios, y retraso de crecimiento en nifios pequefios
prematuros.

2. El método de la reivindicacién 1, en el que dicha enfermedad o trastomo en el
que es beneficioso el uso de la GH, se selecciona del grupo que consiste en estatura
baja idwopatica, peso muy bajo al nacer, lesibn cerebral traumétca, sindrome
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metabdlico, y sindrome de Noonan.

3. El método de la reivindicacién 1 6 2, en el que n es igual a 4 y m es igual a 3.

4. El método de la rewvindicacion 3, en el que dicha hGH modificada con

polietiienghicol tiene la estructura de la férmula |, con n igual a 4 y migual a 3.

5. El método de la rewvindicacién 1, en el que dicha hormona del crecimiento
humana comprende la secuencia de aminodcidos del ID SEC N 1.

6. El método de la reivindicacién 5, en el que mas del 80% de dicho polietilenglicol
esta conjugado a una fenilalanina amino terminal de la secuencia de aminoacidos del
ID SEC N*%: 1.

7. El método de la reivindicacion 6, en el que mas del 95% de dicho polietilenglicol
esta conjugado a una fenilalanina amino terminal de la secuencia de aminoacidos del
ID SEC N2: 1.

8. El método de la reivindicacion 1, en el que cada mPEG tiene un peso molecular
de aproximadamente 20 kDa.

9. Una composicion que comprende un conjugado de hormona del crecimiento
humana-PEG de férmula | o Il combinado con otro agente terapéutico, y al menos un
vehiculo farmacéuticamente aceptable.

ereo-o-L

H
mI’BG—O—@—n/CH Ne={CH;CH;0)(CHy)xCHy-NH-R
0

Férmula |

MPEG-O{CH;CH,O){CH2ICH NH-R

Férmula ll
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en la que

n es un namero entero entre 1y 10;

m es un nimero entero entre 1y 10;

R es la hormona humana del crecimiento, metionil-hormona del crecimiento.

10. La composicidn de la rewindicacién 9, en la que dicha hGH modificada con
polietilenglicol tiene la estructura de la férmula | con nigual a 4 y migual a 3.

Ve,
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RESUMEN

La presente invencion proporciona una hormona del crecimiento humana (hGH)
quimicamente modificada preparada por unibn de un resto de polietilenglicol-
butiraldehido a la fenilalanina N-terminal de la proteina. La proteina quimicamente
modificada de acuerdo con la presente invencidn puede tener una actividad de hGH
que dura mds tiempo que la de la hGH sin modificar, permitiendo una dosis menor y
oportunidades de planificacién. La presente invencién también incluye métodos de uso
para el tratamiento y/o prevencién de enfermedades y trastornos en los que es
beneficioso el uso de la hormona del crecimiento.
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LISTAS DE SECUENCIAS

<110> Pharmacia Corporation
Fann, Rory

2 CONJUGADOS DE LA HORMONA DEL CRECIMIENTO HUMANA MONOPEGILADOS
<120> g\ EL EXTREMO N, PROCEDIMIENTO PARA SU PREPARACION Y METODOS
PARA USARLOS

<130> 32152A

«1%0> 10/771895
<151> 2004-~02-04

<160> 1
<170> PatentIn version 3.2

<210> 1

<21l1> 191

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1
Phe Pro Thr Ile Pro Leu Ser Arg Leu Phe Asp Asn Ala Met Leu Axrg
1 -] 10 15

Ala His Arg Leu His Gln Leu Ala Phe Asp Thr Tyr Gln Glu Phe Glu
20 25 a0

Glu Ala Tyr Ile Pro Lys Glu Gln Lys Tyr Ser Phe Leu Gln Asn Pro
k] 40 45

Gln Thr Ser Leu Cys Phe Ser Glu Ser 1le Pro Thr Pro Ser Asn Arg
50 55 60

Glu Glu Thr Gln Gln Lys Ser Asn Leu Glu Leu Leu Arg Ile Ser Leu
65 70 75 890

Leu Leu Ile Gln Ser Trp Leu Glu Pro Val Gln Ser Leu Arg Ser Val
85 90 95

Phe Ala Asn Ser Leu Val Tyr Gly Ala Ser Asp Ser Asn Val Tyr Asp
100 105 110

Leu Leu Lys Asp Leu Glu Glu Gly Ile Gln Thr Leu Met Gly Arg Leu
115 120 125

Glu Asp Gly Ser Pro Arg Thr Gly Gln Ile Phe Lys Gln Thr Tyr Ser
130 135 140

[
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Lye Phe App Thr Asn Ser His Asn Asp Asp Ala Leu Leu Lys Asn Tyr
145 150 155 160

Gly Leu Leu Tyr Cys Phe Arg Lys Asp Met Asp Lys Val Glu Thr Phe
165 170 175

Leu Arg Ile Val Gln Cys Arg Ser Val Glu Gly Ser Cys Gly Phe
180 185 1990
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Figura 3
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Figura 5
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P BEIVINDICACIONES

neficioso el uso de la hormona del crecimiento, que comprende administrar a un
¢ciente que lo necesite, una cantidad terapéuticamente eficaz de la hGH modificada
n polietilenglicot que tiene la estructura de la férmula i o if,

!
; Un método pare prevenir y/o tratar una enfermedad o trastomo en el que es

. mFF.0-0'-C-llll'l

:f;,

R
mPEo—O——L: A ‘E-N—-tm:cuzo).«mﬂncﬂrﬂﬂ-ﬂ
Fdrmula |

MPEG-O(CHzCHz0)(CHz)mCHy NH-R
Formuia It

en la que

n es un namero entero entre 1 y 10;

m es un ntimero entero entre 1y 10;

o]

' R es la hormona humana del crecimiento, meticnil-hormona del crecimiento,

sola 0 combinada con otro agente terapéutico, en el que dicha enfermedad o
istomo en el que es beneficioso el uso de la hormona del crecimiento, se selecciona
| po que consiste en disfuncion eréctil, lipodistrofia por VIH, fibromialgia,
'tearosis, trastornos de la memona, depresion, enfermedad de Crohn, displasias
gueléticas, lesion cerebral traumatica, hemorragia subaracnoidea, sindrome de
jonan, sindrome de Down, estatura baja idiopdtica (EBI), enfermedad renal terminal
AT), muy bajo peso al nacimiento (MBPN), rescate de células madre de la médula
Ea, sindrome metabdlico, miopatia glucocorticoide, estatura baja debida al

tamiento con glucocorticoide en nifos, y retraso de crecimiento en nifios pequefios
3maturos.

LY

E! método de la reivindicacion 1, en el que dicha enfermedad o trastomno en el
F es beneficioso el uso de la GH, se selecciona del grupo que consiste en estatura
ja 1dwpatica, peso muy bajo al nacer, lesidn cerebral traumdtica, sindrome

Mmetobd beo q Strdrome. do Noenan.

3
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