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UN NUEVO CONJUGADO DE GRANULOCITO COLONIA-
ESTIMULANTE FACTOR (G-CSF) CON POLIETILENO GLICOL

La presente invencion esta relacionada con farmacéuticas y medicina,
especificamente, a nuevos conjugados fisiologicamente activos de ;
granulocita colonia-estimulante factor (G-CSF) en particular, al nuevo
conjugado G-CSF con polietileno glicol, ideal para uso médico, por
ejemplo, para el tratamiento de leucopenia, principalmente varias,-l
clases de neutropenia en pacientes tratados con quimo-terapia:
mielosupresiva, pacientes bajo estricta célula hematopoiética del'
trasplante, pacientes con neutropenia crénica, pacientes con SIDA v,

otras infecciones. !

G-CSF es un factor hematopoietico crecido que estimula Ia
proliferacion, diferenciacion y maduracion de granulocitos (Metclaf,
1992). La introduccion de exdgenos G-CSF causa un incrementofl
rapido, especifico y dependiente de neutrofilis en sangre periférica
(Welte et al, 1985; Hartung et al, 1995). !

;
El gen humano G-CSF fue clonado y expresado en células bacterianas
y mamales y como resultado, varias variantes de recombinanté
humano G-CSF (rhG-CSF) ha sido desarrolladas y purificadas (Nagat%:\
et al., 1986; Souza et al., 1986; Komatsu et al., 1987). '

Hay dos variantes de rgG-CSF - filgratismo y lenogratismo, obtenida;s
de células E.coli y CHO respectivamente. Filgratismo consisten en 175
aminoacidos, no es glicosilada y tiene la misma secuencia aminoacida
que la proteina natural, pero contiene un residuo metionino adicionaI:y

el N-término de la molécula, Lenogratismo consiste en 174



aminoacidos, es glicosilado y su secuencia aminoacida es totalmente

consistente con aquella de la G-CSF natural humana.

Varios productos rhG-CSF con diferencia en glicosilacién y/ol
secuencia de proteina estan disponibles para uso clinico para
tratamiento de neutropenia como resultado de quimioterapia, idiopatia,

|

neutropenia congenita y ciclica, para el tratamiento de infecciones
severas en combinacién con antibiéticos y en pacientes de SIDA
neotropénica (Molineux, 2004).

|
De igual manera, el uso clinico de rhG-CSF ha sido limitado por la
rapida absorcién del sitio de inyeccidon subcutanea, inestabilida(!j
proteolitica, gran volumen de distribucién, rapida liberacion y media

vida corta de suero (Mashkovsky, 2006; de Wit et al., 19986).

Como resultado, el rhG-CSF debe ser administrado a pacientes coh
una inyeccién diaria para 6ptima efectividad. Un monitoreo diario de
conteo completo de gldbulos blancos periféricos debe ser realizado. |

La eficacia terapéutica del G-CSF puede ser mejorada por el uso de
formas medicinales de larga actuaciéon, en las cuales la molécul,la
nativa de proteina es quimicamente unida al glicol monometdxico
polietiieno (MPEG). La PEGilaciéon del G-CSF lleva a una mejorada
farmacocinética, incrementada media vida reducida liberacién,
reducida fluctuacién y concentracion en la sangre, reduccion de
inmunogenicidad y toxicidad, actividad incrementada in vivo 'y
estabilidad incrementada (Molineux, 2003; Molineux, 2004). |

Las propiedades biolégicas del PEG-G-CSF conjugados so:n
enormemente dependientes del peso molecular y clase del mPEG
usado activado. Los grupos reactivos funcionales del PEG activado

pueden ser adjuntados a un sitio especifico en proteinal's,

2 |
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principalmente en un amino, un sulfidril u otro grupo nucleofilico. En la
mayoria de los casos, el sitio preferido de la modificacion es el grdgpo
amino de lisina y el N-término de la cadena polipéptida (Kinstler et 'al.,
1996, Roberts et al., 2002). Un amplio rango de derivados mPEG ha
sido utilizado para amino PEGilacién, por ejemplo: PEG-triazina, PEl',_G-
succinimidil carbonato, PEG-succinimidil succinato, PEG tresilaito,
PEG-aldehido, PEG-N-Hidrosuccinimida-ester activado, etc). I

Hay varios conjugados conocidos de PEG-G-CSF.

La patente US 2007/0014762 describe produccion de PEG-G-CS'EIF
conjugados utilizando una variedad de mPEG activados con un peséo
molecular de 5000 Da, en particular mPEG-succinimidil, butanoatq,
MPEG-succinimidil propionato, mPEG-succinimidil ametilbutonoatq.
Para obtener los conjugados el rhG-CSF derivado de células CHO fue
utilizado, conteniendo varias sustituciones de aminoacido en diferenteé
posiciones. La reaccidon conjugacién fue conducida a pH 7-9. El PEG%
G-CSF resultante consistié en varios isémeros posicionales; cada und
conjugado con PEG 5000 a diferentes sitios con grupos amino-epsil()ri
de residuos de lisina y grupo amino-alfa de N-terminal aminoacido. El
PEG-G-CSF conjugado fue purificado por intercambio de iones en

cromatografia en una columna de SP-Sefarosa.

No hay datos en actividad y pureza de los conjugados obtenidos en la 1

patente.
Las desventajas del conjugado resultante son las siguientes:
1. Bajo peso molecular del mPEG conjugado al G-CSF;

2. Formacién de varios isémeros posicionales, en los cuales el '

PEG conjugado con la molécula G-CSF a través de grupos libres "



|
|
de amino de diferentes residuos de lisinas y el N-terminal

aminoacido.

La patente EP 0401384 describe al PEG-G-CSF conjugado, obtenidtab
utilizando mPEG linear y estructuras sub-encadenadas con un peso
molecular de 4,500 - 10,000 Da, activado por diferentes grupos
reactivos (succinimidil succinato, cloro-s-triazina, polioxitilenediamina)',
Estos PEG-G-CSF conjugados tenian un efecto prolongado in vivo, )il1
el grado de prolongacién fue dependiente de un peso molecular del
conjugado PEG. Media vida del PEG-G-CSF conjugado con PEG 10
000 y G-CSF no modificado fue de 7.05 y 1.79 h, respectivamente.

Las desventajas del conjugado resultante son las siguientes:

El succinimidil succinato —-PEG esta preparado por reaccién de mPEG!
con anhidrido succinico, seguido de activacién de acido carbdxico al'l
ester succinimidil. El polimero medular contiene una segunda union ‘,
ester que permanece después de la conjugacién reacciéon con una:
proteina. Esta unién es altamente susceptible a hidrélisis después que
el polimero ha sido adjuntado a la proteina. No solo esta hidr(’)lisis’l
lleva a la pérdida de beneficios del PEG adjunto, si no que el succinato
que queda en la proteina después de la hidrdlisis puede actuar como |

un antigeno y llevar a inmunogenicidad de la proteina remanente. '

(Roberts, 2002). 'I

1. Cloro-s-triazina mPEG derivada esta disponible para conjugar |
con los grupos funcionales de residuos de lisina y cistina, los !
cuales llevan al surgimiento de varios isémeros, algunos de los
cuales estan caracterizados por un lazo inestable. Mas que eso,
la triazina mPEG derivada actualmente no es utilizada por su
gran toxicidad (Veronese & Pasut, 2005). !



{

La patente EP 0335423 describe al G-CSF conjugado con triaziné
MPEG derivado con un peso molecular de 300 — 30 000 Da. Estolls
PEG-G-CSF conjugados tenian una accién prolongada. Su actividaﬂﬂ
especifica estaba en el rango de 11 a 60% de actividad de G-G-CSF‘T'
no modificado. |

Las desventajas de este conjugado son:

1. Actividad especifica baja.

2. Uso del mPEG-tirazina derivados que resultaron en un niimero
de isémeros posicionales, algunos de los cuales estan
caracterizados por un lazo inestable. Mas que eso, el mPEG-'.
triazina derivado actualmente no son usados por su altall
toxicidad (Veronese & Pasut, 2005). |

Como prototipo de la presente invencién, un PEG-G-CSF conjugado,
como esta descrito en la patente US 5,824,784 (ejemplo 2) ha sido,
escogida. La patente describe la reaccién de la alkilacion reducida de;
E.coli derivada de rhG-CSF con mPEG linear con un peso molecular
de 6,000 a 25 000, con un grupo propionaldehido activado (ALD-'
mPEG). La PEGilaciéon reaccion fue conducida a pH 5. Bajo'
condiciones acidicas el aldehido es altamente selectivo para N-'
terminal a-amino por el bajo pK del a-amino comparado a otros
nucleofilos. Procedimiento de pareja de aldehidos a través de base :

Schiff que es reducido in situ para dar una unién secundaria estable de
amino (Kinstler et al., 1996).

La PEGilacién N-terminal del rhG-CSF preparada de esta manera con |
PEG 20 kDa fue utilizada en el desarrollo de pegfilgrastimo |
(“Neulasta”) utilizado en el tratamiento y prevencion de diferentes

estados neutropénicos.
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El mono-mPEG-G-CSF conjugado fue aislado por intercambio de
iones en cromatografia utilizando un SP Sefarosa columna HP La
actividad biolégica del PEG-G_CSF resultante purificado conjdgado
fue de 68% de la actividad nativa G-CSF. El contenido del G-C82F no
modificado en el conjugado resultante no fue mayor de 5%."; Los
parametros farmacocinéticos del conjugado fueron mejores '*. que
aquellos del G-CSF no modificado. Experimentos animales “l‘han
mostrado que la introduccion del PEG-G-CSF conjugado IIevé al
conteo incrementado de glébulos blancos y que el PEG—G-¢SF
conjugado tenia efecto prolongado mayor comparado al G-CSF' no
modificado. Cuando se utiliza una Unica dosis de G-CSF PE{G—
Conjugado, el contenido de glébulos blancos de animales alcanzé "lun
maximo después de 1 dia de su inyeccidn, este nivel fue mantenfido
durante el dia y luego el nivel de glébulos blancos bajé a una Iin?a
base de nivel 4 dias después de su inyeccion. Con la introduccién del
G-CSF no modificado el maximo nivel de leucocitos en sangre ci‘mlle
animales fue observado después de 1 dia de su inyeccidn, entonces él

contenido de leucocitos rapidamente decreci6.
Las desventajas del conjugado resultante son:

1. Actividad especifica baja del conjugado obtenido (68% de
actividad del G-CSF no modificado); |

2. La presencia de G-CSF no modificado en el conjugado.

El objetivo de la presente invencién fue obtener un conjugado nuevo ".
estable altamente purificado PEGilado de G-CSF con alta actividad,
con mas efecto prolongado, estabilidad mejorada, parametros ‘;
farmacocinéticos mejorados, con 6ptima combinacién de parametros

de peso molecular de PEG y actividad especifica, con alto grado de



pureza e ideal para uso médico, también como composiciones
farmacéuticas basadas en conjugado reclamado.

l
El problema esta resuelto con la creacion de una molécula nueva'l

activa funcional de PEG-G-CSF conjugada con la actividad de G-CSF,-I
en la cual la molécula linear PEG con una masa molecular de 30 000
Da es conjugada con la molécula G-CSF por un lazo estable!
estrictamente a través del grupo amino alfa del N-término aminoacido’

. . . . , |
(metionina) resultando un compuesto con la siguiente formula (1):

cm{o-cm— cu,}o{cuz}—N“H-G-CSF
n m

M
Donde:
h — intergers de 681 a 1 000;
m — interger; = 4;

N?H-G-CSF - natural o recombinante polipéptido teniendo actividad de
|
G-CSF

En el derivado conjugado un PEG linear con peso molecular de 30 000 '

— 40 000 Da esta conjugado con el grupo amino alfa de N-término de
molécula G-CSF aminoacido.

La selectividad de la modificacion G-CSF via alfa amino N-término ‘

aminoacido esta lograda a través del uso de aldehido activado mPEG

con férmula (1) general y la PEGilacién reaccién a pH < 5;

o
CH%O—CH;—CHZ‘}O{CH%-Cf H
n m-1
an

N
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n — intergers de 681 a 1 000; el peso molecular de PEG es alrededor
de 30 000 — 40 000 Da: ‘

m — interger = 4,

|

)

El radio 6ptimo del peso molecular PEG vy actividad G-CSF espdcifica
esta logrado a través del uso de mPEG (l) activado con el valor de:e m =
4; el cual lleva a interaccién mas efectiva del conjugado reclamadd? con
receptores resultantes en alta actividad biolégica. La inmunogenicidad
reducida, toxicidad y parametros farmacocinéticos mejorados é’.stén
logrados por el incremento del peso molecular de PEG adjtilmto.
Nuevas formas de la invencién en comparacion con el prototipo son:
1. Derivados de aldehido del mPEG activado (formula |1 son
utilizados para la produccion del reclamado PEG-G_CSF; ‘«l
2. Férmula estructural del PEG-G_CSF conjugado es nueva;
3. El peso molecular del PEG-IFN conjugado es incrementado

debido al peso del PEG; !

{

4. El nivel de actividad especifica es mas alto;

5. Los parametros farmacocinéticos son mejorados. l
El PEG-G-CSF reclamado conjugado es altamente purificado, con Dn
efecto prolongado y esta caracterizado por una alta actividad biolégi!‘_lca
especifica (al menos 84-94% del G-CSF no modificado), la pureza de
la proteina 2 97%, alta estabilidad termal, resistencia incrementada‘ga
la accibn de enzimas proteina-degradantes, parémetré?s

farmacocinéticos mejorados. ".

También la presente invencién incluye composiciones farmacéuticas
conteniendo el PEG-G-CSF reclamado conjugado en una efectiva
cantidad como el ingrediente activo. Estas composiciones pueden

incluir también portadores aceptables farmacéuticamente, agentes



portadores de pH (acidos organicos e inorganicos y sus sales, fl:omo el
citrato, succinato, tartrato, fumarato, gluconato, oxalato, lactato,
portadores de acetato), estabilizadores (azucar, alcdoholes,
aminoacidos, azucar organica y azucar alcohol, inositol, polllietileno
glicol, polimeros de aminoacidos, agente reductor sulfurico, como la
urea, glutation, tioglicerol, etc., polipéptidos con peso molecul“lar bajo
en proteinas tales como suero albumina humano, inmunoglobulina,
polimeros hidrofilicos como el polivinilpirolidone, monosacarido$ como
la manosa, xilosa, fructosa, glucosa, disacaridos como la I::actosa,
maltosa, sucrosa, trisacaridos como la rafinosa, y polisacaridos como
el dextran), preservativos (fenol, bencil alcohol, metacresol,'éi metil
paraben, propil paraben, octadecil, dimetil bencil amonio clrohtidrico,
benzalkan, halogenidos, alkil parabenos), antioxidantes, (metionina,
vitamina E, acido ascérbico), agentes isoténicos (alcoholes de ellazucar
(sodio clorhidrico, sorbitol, manitol, arabitol, xilitol, etc.) surfactantes no
ionicos y detergentes (polisorbato, poliolos, cristales compuestolie,), co-
solventes, llenadores (almidén), agentes hibridos (ej. EDTA). [Estas
composiciones farmaceuticas pueden ser aplicadas en varias formas,
por ejemplo, liofilizato o formulacién liquida (inyecciones,

atomizadores, gotas, etc.).

La presente invenciéon también incluye medicinas basadas en el

conjugado reclamado, en particular para el tratamiento de neutropenia.

El PEGilado G-CSF reclamado, basado también como composiciones
farmacéuticas y productos medicinales puede ser usado pa"ira el
tratamiento de neutropenia ocurrida después de la quimioterapia, para
mejorar la tolerancia a drogas médicas inmunodepresivas en
trasplante de médula, para mejorar el estado inmune de pacientes: que
sufren SIDA u otras infecciones, en particular candidiasis sistémica o

invasiva.



El conjugado de la férmula (I) con un llenador aceptable "

farmacéuticamente opcional, diluyentes y/o excipientes -

farmacéuticamente aceptables es administrado intravenosamente,

subcutaneamente o por cualquier otro medio ideal. La ruta de ,
administracién varia dependiendo por ejemplo, en sintomas de edad,
frecuencia de administracibn y el intervalo entre inyecciones
dependiendo de la enfermedad y su severidad o del objetivo de
administracién (uso terapéutico o profilactico), una cantidad efectiva de ;'

agente PEG-G-CSF es seleccionada de acuerdo a los factoreslf

anteriormente mencionados.

Para obtener el conjugado reclamado PEG-G-CSF un recombinadd
altamente purificado humano G-CSF (filgratismo, producido por CJSC
“Biocad”) fue utilizado también como butiraldehido mPEG derivados dé

férmula (1) con una masa molecular de 30 000 — 40 000 Da.

L.a conjugacion reaccion fue conducida a pH bajo 5.0 en la presencia
de un agente reductor a una temperatura bajo de los 20° C. El radio
molar de PEG/proteina fue de 2.5-5/1.

El progreso de la reaccidon fue monitoreado por SDS-PAGE ;in
condiciones reducidas y por el RP-HPLC. El monoPEG-G-CSF (;G—
CSF con una sola cadena PEG por molécula) fue purificada de _Ios
productos de la reaccion (G-CSF no modificado y formas no deseabflles
de PEG-G-CSF, conteniendo dos o mas cadenas de PEG _bor
molécula proteina) por intercambio-cation cromatografia. La eluqiién
monoPEG-IFN conjugado fue realizada por un gradiente Iinearf de
concentracién de sodio clorhidrico de 0.05 a 0.2 M en la soluciénlf" pH
con pH bajo 5. El monoPEG-G-CSF purificado fue dializado en contra
10-50 mM de solucién pH a pH 4-5, se le agregé sal o polisacéridc;és, o

alcoholes, o polivinilpirrolidon, 0 monosacaridos y amino azucares o
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proteinas o amino acidos y detergentes no iénicos y almacenado en

plastico o botellas de vidrio con superficie siliconada a 4+2°C. |

Para caracterizar el resultante PEG-G-CSF conjugado en su pulreza,
homogeneidad, fisica-quimica, parametros biolégicos . vy
farmacocinéticos, se investigaron en comparacion con un G-CSi‘F no
modificado.

La invencion propuesta esta ilustrada por las siguientes figuras:

Fig. 1. Cinética de G-CSF PEGilacién.

|
Fig. 2. Fase reversible de alto rendimiento liquido cromatograma (RP-
HPLC) del PEG-G-CSF conjugado. |

Fig. 3. Exclusion de tamario de alto rendimiento liquido cromatog}rama
(SEC-HPCL) del PEG-G-CSF conjugado.

|
Fig. 4. Analisis SDS-PAGE de PEG-G-CSF conjugado (linea 1)y G-
CSF no modificado (linea 2). !

Fig. 5. Masa MALDI espectral de G-CSF no modificado (A) y PEG-
G_CSF conjugado (B).

i
Fig. 6. Comparacién de masa espectral de péptidos tripticos de G-CSF
(A) y PEG-G-CSF conjugado (B). !

Fig. 7. Estabilidad termal de PEG-G-CSF conjugado (linea verdeb y G-
CSF no modificado (linea roja) a + (50 £ 2)° C.
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Fig. 8. Estabilidad proteolitica de PEG-G-CSF conjugado (linea verde)

y G-CSF no modificado (linea roja).
l

Fig. 9. Inmunoreactividad de PEG-G-CSF conjugado (linea verde9| y

G-CSF no modificado (linea roja). '

Fig. 10. Farmacocinética de PEG-G-CSF conjugado (linea verde) y G-

CSF no modificado (linea roja).

[
Ejemplos de rendimiento especifico de PEG-G-CSF método de

produccidn y estudio de sus propiedades, a continuacion: '

EJEMPLO 1

Preparacion de recombinante humano G-CSF (rhG-CSF,
|

filgratismo) | ,

El aislamiento y purificaciéon de rhG-CSF fue realizada como esta
i

descrito en la patente RU 2278870. |

|

EJEMPLO 2 |

Preparacion de rhG-CSF pegilado
|
Solucién de 50 ml de 1 M de sodio cianoborohidrido fue agregaclllo a
2300 ml de pH (50 mM sodio acetato, pH 5.0 + 0.2), conteniendo 2500
mg de rhG-CSF purificado, preparado de acuerdo al ejemplo 1' La
mezcla fue agitada, entonces se agregaron 10 gramos de mP;EG-
BuirALD (metoxi-PEG-butilraldehido) sélido con un peso molecular
promedio de 30 kDa. La mezcla conjugacion reaccion fue agitada

durante 22 horas a (20 + 2) °C. Después de varios intervalos de tie:mpo
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50 microlitros de muestra se tomaron de la mezcla reaccién vy |la
cinética de la formacion PEG-G-CSF conjugado fue analizaQLa
utilizando SDS-PAGE en un 12.5% de gel en condiciones reducida@s..
Para eso, se agrego al selecto grupo de muestras 17 microlitros de pH
conteniendo 125 mM Tris-HCI, pH 6.8, 20% glicerol, 3% SDS, 15% 2
mercaptoetanol, 0.005% bromfenol azul y fue calentado durantel 3
minutos en un bafio de agua hirviendo. Las muestras en el volumen de
5 microlitros fueron cargadas dentro de cada pozo. El SDS-PAGE fle
realizado utilizando mini Sistema Protean (BioRad). El gel fue pintado
con Coomassie R-250. La kinetica de G-CSF PEGilacién es mostrada
en la Fig. 1. A la hora cuando el contenido de PEG-G-CSF fue mas de
70%, la reaccién mezcla fue diluida 3 veces en 10 mM de pH sodio

acetato, pH 4.8 £ 0.2.
EJEMPLO 3
Purificacion de PEG-G-CSF conjugado

La mezcla reaccion diluida preparada de acuerdo al ejemplo 2 fue
cargada dentro de una columna empacada con 300 mL de CM
sefarosa equilibrada con 10 mM de sodio acetato pH, pH 4.8 (pH A) a
la taza flotante de 10 ml / min. Después de la carga del material la
columna fue lavada para remover el material suelto con 1500ml| de pH
A. Un gradiente linear 0-0.2 M de NaCl en pH A (6000 mL) fue
utilizado para lavar el monoPEG-G-CSF de la columna a la taza
flotante de 5 ml / min. Las fracciones (50 mL) fueron recolectadas y la
absorbencia a 280 y 260 mm fue determinada. La fracciones
conteniendo proteina fueron analizadas por RP-HPLC y SDS-PAGE
como esta descrito en el ejemplo 2. Las fracciones conteniendo
monoPEGilado G-CSF con una pureza de mas de 95% Jue

acumulada, dializada contra 10 volimenes de 1.6 mM de sodio
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acetato pH, pH 4.0 £ 0.2. Entonces la filtraciéon estéril fue realizadé y
las muestra fueron almacenadas a 4.0 + 0.2 °C. |

EJEMPLO 4
|
Analisis de pureza de PEG-G-CSF conjugado por fase reversible
de alto rendimiento en liquido cromatografia (RP-HPLC). i
El PEG-G-CSF purificado conjugado, preparado de acuerdo al ejemplo
3, fue diluido con 20 mM de sodio acetato pH 5.0 a una concentracién
de proteina de 0.3 mg / ml. El analitco RP HPLC fue realizado
empleando aguas gradientes “Brisa” cromatografia en C4 de columha
Simetria (4.6x150 mm) con deteccion UV a 214 nm. Se inyectaron 100
microlitros de la muestra obtenida dentro de la columna. El mono PEG-
G-CSF es mostrado por RP_HPL (Fig. 2) lavada de la columna como
uno solo, el pico simétrico debe ser altamente puro, juzgado por|la
presencia de so6lo menores impurezas lavadas después del pico
principal absorbente UV (Fig. 2). La cantidad de impurezas a menos
de 1.15% del material lavado en el pico principal. Asi, de los datos
presentados se puede concluir que de acuerdo al RP-HPLC la pure%a
del reclamado PEG-G-CSF conjugado es de = 98%.

EJEMPLO 5

Analisis de pureza de PEG-G-CSF conjugado por alto rendimientl;o
de exclusién-tamano cromatografia (SEC-HPLC).
|
El PEG-G-CSF conjugado purificado, preparado de acuerdo al ejemplo
3, fue diluido con 20 mM de sodio acetato pH 5.0 a una concentracion
de proteina de 0.3 mg / ml. El analitico SEC HPLC fue realizado

empleando aguas “Brisa” cromatografia en una columna TSK
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G3000SWX (30cm x 7.8 mm) con una deteccién UV a 214 nm. Se
inyectaron 100 microlitros de la muestra obtenida dentro de I?
columna, Los resultados del SEC-HPLC se presentaron en la Fig. 3.
Se vio que la muestra de PEG-G.CSF lavada de la columna como un
pico simétrico distinto, constituyendo el 98.47%. De los resultados
presentados en la Fig. 3, sigue que el reclamado PEG-G-CSF
conjugado no contiene G-CSF libre modificado. El contenido de peso
alto-molecular en el reclamado conjugado no excede de 1.53%. La

pureza del reclamado PEG-G-CSF conjugado de acuerdo al SEQ

HPLC es mas de 98%.
l

EJEMPLO 6

Determinacion del nivel de endotoxina en el PEG-G-CSF

conjugado ‘

|

El contenido bacterial de endotoxinas (BE) en la muestra de PEG-G-
CSF conjugado, preparada de acuerdo al ejemplo 3, fue determinado&
in vitro utilizando el método Limulus Amebocito Lisato (LAL) (examen|
de modificacion de la capa gel) de acuerdo a los requerimientos de|
FFS 42-0002-00. Fue utilizado un juego de diagndstico multi-
componente “Asociados de CAPE COD Inc.”, LAL-reagente'
PYROTELL ® con sensibilidad de 0.03 EU / ml, Referencia Endotoxina,
Normal (CSE, 0.5 mg vial) y agua durante el examen-LAL. Los
resultados presentados en la tabla 1 muestran que el contenido BE en‘l
la muestra PEG-G-CSF conjugado es menor que 3 EU (unidades de!
endotoxina) por mg de proteina, la cual es mucho mas baja que ell

nivel de BE permisible para drogas basado en proteinas
recombinantes. |
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Tabla 1. El contenido de endotoxinas bacteriales en el PEG-G-CSF '

conjugado i
I

PEG-G-CSF conjugado El contenido de endotoxinas ]'
bacteriales (EU / mg proteina) |

PEG-G-CSF obtenido de <3.0 |
acuerdo al ejemplo 3 :

l

EJEMPLO 7 |

Analisis de pureza del PEG-G-CSF conjugado por SDS-PAGE
La muestra de PEG-G-CSF conjugado purificado, preparado de
acuerdo al ejemplo 3, fue analizada por SDS-PAGE como esta!
descrito en el ejemplo 2. Las muestras conteniendo 40 microgramos'
ambos PEG-G-CSF y un G-CSF no modificado fueron cargados dentro’
de cada pozo. El gel fue pintado con Coomassie R-250. La figura 4:
ilustra el perfil SDS-PAGE del PEG-G-CSF (linea 1) y el G-CSF no,
modificado (linea 2). EI PEG-G-CSF purificado aparecié como una solai
banda difusa con un peso molecular aparente mas alto que en un G-
CSF no modificado. Se debe hacer notar que el valor exacto del peso:
molecular para proteinas PEGiladas podria no ser determinado porll
SDS-PAGE, desde la conjugacién de moléculas PEG hidrofilicas a la
proteina incrementa el radio Stokes de la proteina PEGilada. Como
resultado, la movilidad electroforética del complejo PEG-proteina en el
gel es disminuida y el valor de su peso molecular es mucho mas aItc%

que la suma de masas moleculares de una proteina no modificada y

PEG.
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EJEMPLO 8 !
Determinacion del peso molecular de masa espectrométrica de |
PEG-G-CSF conjugado en comparacion con el G-CSF no

modificado

E! matrix asistido de laser desorpcion de tiempo de pelea de
espectrometria de masa (MALDI-TOF MS) fue utilizado para
determinar la verdad del peso molecular de PEG-G-CSF. El MALDI
TOF MS fue realizado con un Ultraflex 1l (Bruker Daltonics)
espectrometro de masa equipado con laser UV (Nd)., 1 microlitro d,le
muestra PEG-G-CSF conjugado, preparadb de acuerdo al ejemplo 3, |y
0.3 microlitros de 2.5 solucién de acido dihidroxibenzédico (Aldrich, 10
mg x mi-1 en 20% acetonitril en agua con 0.5% TFA) fueron
mezclados y secados al aire. En la misma manera una muestra de CI?B-

CSF no modificada fue preparada.

La masa espectral fue obtenida en el modo positivo MS spectra, el
promedio de errores de masa no excedié el 10-15 Da. El MALDI-TOF
espectral de masa de un G-CSF no modificado y PEG-conjugado G-
CSF en el rango m/z 10 000 — 50 000 son mostrados en la fig. 5.

La figura 5 muestra que el espectro de la masa de G-CSF contiene Pel
pico principal correspondiente a un ion cargado en solitario (M)+ con

un peso molecular de 18.815 Da. *

En el espectro de la masa del PEG-G-CSF conjugado que ?s
mostrado en la figura 5B, un amplio pico espectral con un centro de
masa de alrededor de 49 600 Da esta presente. El amplio espectro és
debido a la poblacion heterogénea de las especies polimero PEG.

Considerando los pesos moleculares de G-CSF (19 295 Da) y PEG
(30 000 Da), la masa obtenida de los conjugados (49 600) fue muy

consistente con la suma de masa calculada de moléculas individuales.
|
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EJEMPLO 9 |
Determinacion del sitio PEGILACION en el PEG-G-CSF conjugaf\do

Se agregaron 5 microlitros de solucidn de tripsina modificada
(Promega) en 0.05 M NH4HCO3 con una concentracion de| 15
mcgxml-1 a 5 microlitros de prueba PEG-G-CSF conjugado, preparado
de acuerdo al ejemplo 3. La hidrdlisis fue llevada a cabo durante 16 h
a la temperatura de 37 °C, entonces se agregaron 10 microlitros 0.5 &
TFA en 10% de soluciéon acetonitrii en agua a la solucién nyue
mezclado delicadamente. De la misma manera la muestra G-CS ' no
modifica fue preparada. Estos digestivos tripticos fueron analizados
por MALDI-MS.

El sitio de conjugacion PEG con una molécula G-CSF fue determiniado
por comparacion de masa espectral de péptidos tripticos de PEG-G-
CSF conjugado a un G-CSF no modificado. En el triptico digestivo de
PEG-G-CSF conjugado no tendria que haber correspondencia a la
porcion de proteina en donde la modificacion ocurrié. La tabla 2
muestra la masa espectral de péptidos tripticos experimentales p!ara
un G-CSF no modificado y un PEG-G-CSF conjugado. La tabla
muestra que la masa espectral de péptidos tripticos de un G-CSF no
modificado casi coincide con aquellos del PEG-G-CSF conjugado.
(Tabla 2). Pero en el digestivo triptico del PEG-G-CSF conjugadoY no
hay péptidos con masa molecular de 1432.7, presente en el digestivo
triptico de un G-CSF no modificado. La masa espectral
experimentalmente obtenida de péptidos tripticos para un G-CSF no
modificado y un PEG-G-CSF conjugado estan presentadas en la Fig.
6, la cual muestra que no hay péptido con un peso molecular| de
1432.7 en el digestivo triptico de PEG-G-CSF conjugado. De acuerdo

al analisis de masas tedricas de péptidos tripticos de G-CSF, el pido a
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m / z 1432.7 corresponde al N-término de péptido de proteina (tabla

2). Su ausencia en el digestivo triptico de PEG-G-CSF conjug’bdo

iguala la modificacién del N-término Péptido, el cual se convierte en

mas pesado por el peso de PEG, el cual esta fuera del area espeétral

estudiada. La conjugacion de PEG con molécula G-CSF ocurrié solo al

grupo libre de amino presente en este péptido — grupo amino del N-

término metionina.

Tabla 2. Masa espectral experimental de péptidos tripticos de PEG-G-

CSF conjugado y G-CSF no modificado comparado con valores

tedricos.

Péptido experimental

Péptidos tedricos

m/z |

G-CSF PEG-G- Masa Péptidos Secuencia 1
CSF *

14327 . 143275 | 114 | MTPLGPASSLPQSF
7474 | 7474 | 74736 | 1823 CLEQVR |
11296 | 11296 | 112961 | 2029 EQVRKIQGDG
1350.7 | 1359.7 | 1359.7 | 4253 | LCHPEELVLLGH
25273 | 26273 | 252730 | 5478 | SLGIPWAPLSSCPSQ
9536 | 9536 | 95256 | 5563 LGIPWAPLS
8184 | 8184 | 81741 | 6168 PLSSCPSQ
20331 | 20331 | 203310 | 72-90 | LAGCLSQHSGLFL
51041 | 21041 | 210414 | 7593 | CLSQLHSGLFLYQG
12417 | 12417 | 124168 | 158-167 [QSFLEVSYR

EJEMPLO 10 _‘

Determinacion de actividad especifica de PEG-G-CSF especifico

conjugado comparado con rhG-CSF no modificado



_'

El PEG-G-CSF conjugado, preparado de acuerdo al ejemplo 3, diIuidp
a una concentracion de 0.2 ng / ml de RPMI medio y diluciones én
serie de las muestras a ser probadas fueron preparadas en el medjio
de ensayo. Las diluciones en serie de un G-CSF no modificado;y
norma internacional de referencia de actividad G-CSF (1-st Norrha
Internacional 88/502, granulocita colonia factor estimulante humano,', r
ADN-derivado, 10000 [U/amp) fueron analizadas en paralelo. 1,'00
microlitros de muestra de proteina diluida fueron agregados al examfen
de pozo de un botén plano de una placa de tejido cultura 96-po:zo.
Para bioensayos las células M-NFS fueron lavadas y resuspendidas
en una concentracion de 1.5 x 105 /ml en medio RPMI. 100 microlitfros
de célula suspensién fueron agregados a cada pozo y las plabas
incubadas a 37 °C en 5% CO2, incubador de tejido cultura durante 50
horas. Entonces, en cada pozo se agregaron 20 microlitros de t!inte
Alamar azul (o similar, por ejemplo, MTT) y las placas incubadas bajo
las mismas condiciones durante 14 horas. |

El incremento en el nimero de ceélulas fue determinado utilizando un
lector de microplaca por incremento de densidad éptica a una Iongitud
de onda de 545 nm y 630 nm. La actividad especifica biolbgica de las
muestras examinadas (Bo) en U / mg fue calculada utilizancjo la

formula: f

Bo=Ao'
C |

Donde, Bo — Actividad especifica biolégica de PEG-G-CSF 6 Gl_'I-CSF
(IU/ mg) |

Ao — Actividad biolégica de PEG-G-CSF 6 G-CSF (1U / ml)

C — Contenido de proteina en la solucién de PEG-G-CSF 6 G-CSI!IF (mg
/ ml)
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|
Tabla 3. Actividad especifica de PEG-G-CSF y G-CSF no modificado

Preparacién Actividad Especifica (IU / mg) |
PEG-G-CSF conjugado, (0.845+0.091)x108 |
preparado de acuerdo al

ejemplo 3
G-CSF no modificado (1.00£0.081)x108

EJEMPLO 11
|
Analisis de actividad termal de PEG-G-CSF en comparacién d"e un
G-CSF no modificado
|
Una muestra de PEG-G-CSF conjugado, preparado de acuerdo al
ejemplo 3, diluido con 5 mM de pH sodio acetato, pH 4.0, conteniendo
140 mM MacCl, la concentracién de proteina arriba de 0.28 mg / ml, fue
colocada en un bafio de agua a temperatura (50 £ 2) °C y a V@rios
intervalos de tiempo el aparecimiento de corriente en la solucién de la
proteina fue estudiada por la medida de absorbencia a 340, nm.
Similarmente, el estudio de estabilidad termal de G-CSF no modificado
fue realizado. La incubacién de proteinas a temperatura (50 + 2) °C
lleva a la formacién de agregados insolubles, resultando en corriente
incrementada de solucion proteina, lo cual puede ser medido
determinando la densidad optica de la solucién a 340 nm. La Fig. 7
presenta los resultados del estudio, los cuales muestran qthe la
corriente de la preparacion del G-CSF no modificado incrementa con
el tiempo de incubacion, considerando la preparacion de PEG-G-CSF
permanece estable durante el periodo completo de observacion. Estos
datos indican que la estabilidad termal del reclamado PEG-d-CSF

conjugado es mucho mas alta que la del G-CSF no modificado.
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EJEMPLO 12
|
Estabilidad proteolitica de PEG-G-CSF en comparacién con un G-

CSF no modificado l.

Una muestra de PEG-G-CSF conjugado, preparado de acuerdio al
ejemplo 3, fue diluido en una concentracién de 0.6 mg / ml, entor'pces
150 microlitros de 1M Tris-HCI, pH 8.5 fue agregado a 850 microlitros
de muestra resultante, asi que al final el pH de la muestra fue :_7.4.
Entonces 2 microlitros 0.5 M CaCi2 fueron agregados a ‘;luna
concentracion final de 1 mM, agitado, entonces 15 microlitros: de
tripsina (Promega, Gold) fueron agregados a una concentracion ﬁinal
de 0.02 microgramos/ml. Similarmente la muestra conteniendo G-C’iSG
no modificado fue preparada. Las muestras fueron incubadas a 37 °C.
Submuestras (100 microlitros) fueron tomadas cada 60 minutos y'l 20
microlitros 10% SDS fueron agregados para parar la reaccion tripticib y
el SDS-PAGE fue realizado, como estd descrito en el ejemplo: 1.
Después de la electroforesis el gel fue pintado con Coomassie R-25b y
el analisis densitométrico del gel pintado. El area de la banda principal
fue determinada por un programa de computadora GelPro Analyser.: El
area de la banda principal en la muestra inicial (no tratada con tripsir'}a)
fue tomada al 100%. Fig. 8 presenta datos de la sensibilidad del PEG-
G-CSF conjugado y G-CSF al tratamiento por tripsina. Es evidente qﬁe
con el tiempo de incremento del tratamiento de tripsina el contenido dﬁe
PEG-G-CSF y G-CSF se reduce, pero el reclamado PEG-G-CSF
conjugado es mas resistente a la accién de tripsina en comparaci(l?)n
con el G-CSF no modificado.
EJEMPLO 13
Inmunoreactividad de PEG-G-CSF conjugado en comparacion déT

un G-CSF no modificado
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La inmunoreactivdad del reclamado PEG-G-CSF conjugado fue
determinada por una actividad de unién anticuerpo utilizando una
modificacién del ensayo ELISA con el uso de un juego de reagentes
ProCon G-CSF (Proteina contorno LLC). EI PEG-G-CSF conjugado,
preparado de acuerdo al ejemplo 3, fue diluido en 10 mM Tris-HCI pH,
pH 7.2, conteniendo 140 mM NaCl y 1% de suero albumina bovino a
una concentracion de 1 mkg/ml. Entonces 100 microlitros de las
muestras obtenidas fueron agregados dentro de los pozos de la placa
microtiter previamente recubierta con anticuerpos monoclonales contra
G-CSF. Después de la incubacién a 37 °C (60 min) de anticuerpos
monoclonales a un epitope independiente, etiquetado por biotin fue
agregado dentro de los pozos. El complejo inmune resultante fue
detectado utilizando estreptavidin, etiquetado por peroxidasa de
rabano. Para el desarrollo de la reaccion color en los pozos 100
microlitros de soluciébn sustrato (200 microgramos [/ ml
tetrametilbezidina (“Sigma”) y 0.1% H202 en 0.05 M TB, pH 7.2 fueron
agregados e incubados hasta el desarrollo del color azul. La reaccién
fue detenida introduciendo 50 microlitros 2 M de solucién de acido
sulfurico dentro de los pozos. Los resultados fueron tomados en
cuenta, midiendo la absorbencia a una longitud de onda de 405 nm en
un lector de microplaca “Multiscan” EX. Similarmente la
inmunoreactividad del G-CSF no modificado fue estudiada. La
interaccion de un G-CSF no modificado con inmunoglobulinos fue
tomada al 100%. De los resultados presentados en la Fig. 9 se ve que
la inmunoreractividad del reclamado PEG-G-CSF conjugado es 25%
de la inmunoreactividad del G-CSF no modificado.

EJEMPLO 14

Determinacion de la estabilidad durante el almacenamiento del
PEG-G-CSF
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Una muestra, preparada de acuerdo al ejemplo 3, fue diluida a 1 mg!/
ml en 1.6 mM de vehiculo sodio acetato pH 4.0 + 0.2. De la muestr%
diluida los alicuos fueron tomados y colocados dentro de tubo,L:.
estériles con pestana, clase “Eppendorf”. Estos fueron almacenados éa
temperatura (6 + 2) °C. La actividad especifica y homogeneidad d!le
PEG-G-CSF conjugado fue determinada a intervalos diferentes de
tiempo de almacenaje. La homogeneidad de PEG-G-CSF fue
analizada utilizando el SDS-PAGE y SEC-HPLC como esta descrito en
el ejemplo 1y ejemplo 5, respectivamente. La tabla 4 muestra que el
PEG-G-CSF conjugado es estable por al menos 24 meses cuando es
almacenada a temperatura (6 £ 2) °C. |

|
Tabla 4. La estabilidad del reclamado PEG-G-CSF conjugado a (6 + 2)’1
°C.

Parametros Vida en repisa (meses) |
0 6 12 18 24 4
Actividad (IU/ | (0.840.09) | (0.75£0.15) | (0.9£0.10) | (0.8020.15) | (0.86£0.07),
mg) x108 x108 x108 x108 x108 |
Homogeneidad | >95 >95 >95 >95 >95 (
por HPLC GF |
(%)
Homogeneidad >08 >08 >08 >98 >08
por EF en
PAGE (%)
EJEMPLO 15

Analisis farmaco cinético de PEG-G-CSF conjugado

Una muestra de 5 microgramos de PEG-IFN conjugado, preparada de |

acuerdo al ejemplo 3, fue inyectada intraperitonealmente a 20 ratones
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de 20 g de la linea ICR. En paralelo, otro grupo de ratones flue
inyectado con unv G-CSF no modificado. Las muestras de sang’re
fueron tomadas con puncién retro-orbital a diferente hora después de
la inyeccién. El suero sanguineo fue obtenido por método normal. ,
Las muestras de suero para medir cualquier nativo o monoPEGilado
G-CSF fueron utilizadas en el ensayo ELISA con ratén monoclohal
inmunoglobulina a diferentes epitopes de G-CSF humano.
|

Un pozo de placa microtiter fue recubierta con anticuerpos
monoclonales en contra de G-CSF (250 ng/pozo en 100 microlitros;l de
20 mM Tris-HCI vehiculo (TB), pH 9.0. Después de toda la noche de
incubacién a 4 °C, 200 microlitros de TB, pH 7.4 conteniendo 1%;[ de
suero albumina bovino (BSA) y 0.05% Tween-20 fue agregado delhtro

de los pozos para bloquear sitios de unién no especificos.

Entonces 100 microlitros del suero analizado, diluido por :TB,
conteniendo 1% BSA y 0.05% Tween-20 al radio de 1:2, 1:4 yl' 1:8
fueron agregados dentro de los pozos. En paralelo, para la
construccion de la curva normal de calibracion, conool,’idas
concentraciones de muestras de PEG-G-CSF en el rango de 25/ng /
ml a 600 ng / ml en vehiculo TB conteniendo 1% BSA y 0.05% Tw;'een-
20 fueron agregados a los pozos. Después de la incubacion durante 1
hora a 37 °C, anticuerpos monoclonales bioninilados anti humanq!s G-
CSF y estreptavidin-peroxidasa conjugada fueron agregados dentro de
los pozos secuencialmente. Después de la incubacién y Iavadol' para
remover todas las enzimas no unidas, 100 microlitros de solucion
sustrato (100 mM de vehiculo sodio acetato, pH 5.0, conteniendo
0.015% hidréxido peroxido y 0.2 mg / ml tretametilbenzidina) fueron
agregados para inducir un producto de reaccion coloreadé. La
reaccion fue detenida agregando 2 M 2M H2SO4. La densidad 6ptica

medida a 450 nm en el lector de microplaca. La concentracién :de G-
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|
CSF en el suero fue determinada utilizando la curva de calibracipn
tomando en cuenta la dilucion del suero estudiado. |
La curva de calibracibn creada con el nativo conocido |:Ide
concentracion G-CSF (en el rango de 6.25 ng / ml a 200 ng / ml en
vehiculo TB conteniendo 1% BSA y 0.05% Tween-20) fue utilizado ;en

el analisis de G-CSF no modificado en farmacocinética.

Los resultados del reclamado PEG-G-CSF farmacocinétiq!:os
comparados con el G-CSF no modificado son presentados en la rfLig.
10. De los resultados sigue que el reclamado PEG-G-CSF conjuga[do
tiene un efecto significativo prolongado. Con la administracion del,lG—
CSF no modificado su concentracion en la sangre de animales alcanzé
un maximo a 1 hora después de la inyeccidn y entonces répidaménte
decreci6. Con la administracion del PEG-IFN conjugado, un contenido
maximo de G-CSF en sangre de animales fue observado después de
6 horas (figura 10) y entonces un decrecimiento lento de G-CSF en
sangre fue observado durante 140 horas. Basado en los resultados
(Fig. 10) los parametros principales farmacocinéticos del reclamado
PEG-G-CSF conjugado fueron calculados. Los resultados mostrados
de absorcion del sitio de inyeccién, volumen de distribucion, distancia
de PEG-G-CSF conjugado fueron significativamente lentos' en
comparacién al G-CSF no modificado, lo que llevé a una circulaciéh de
largo alcance del reclamado PEG-G-CSF conjugado en la sangre (hés
de 140 horas).

EJEMPLO 16

Caracteristicas comparativas del reclamado PEG-G-CSF |
conjugado y PEG-G-CSF conjugado como esta descrito en el

método prototipo
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La comparacién de la estructura, fisicoquimica basica y parametros
farmacokinéticos del reclamado PEG-G-GSF conjugado, obtenido$ de
acuerdo al ejemplo 3 con PEG-G-CSF conjugado como esta des!crito
en el método prototipo fue realizado (tabla 5). Los datos presentados
en la tabla 5 muestran un mejoramiento significativo de propiedédes
del reclamado PEG-G.CSF conjugado en comparacion ‘con

conjugados del método prototipo.

Tabla 5. Los parametros principales fisicoquimicos y farmacokinéticos
del reclamado PEG-G-CSF conjugado comparado con el PEG-G-QSF
conjugado como esta descrito en el método prototipo (patente: US
5,824,784).

Parametros PEG-G-CSF conjugados
Reclamado PEG-
G.CSF |
G-CSF Filgratismo Filgratismo
Estructura PEG Linear Linear
Peso molecular PEG 30-40 6-25
(kDA)
Formula estructural N N NN
PEG-G-CSF
conjugado
Actividad especifica 84-94 68
% de G-CSF no
modificado
Pureza de acuerdo al 100 o i
PAGE (%)
Resultados de >08 **
pureza por HPLC
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(%) ) o)

Resultados de >98 x* ?‘
pureza por GF HPLC :
(%)
El contenido de <3 **

endotoxinas

bacteriales (EU/mg)

Parametros farmaco-cinéticos '\

El radio de AUC 18 *
PEG-G-CSF/G-CSF

4

*- Férmula estructural de PEG-G-CSF conjugado, obtenida por el
método prototipo dado en “WHO Drug Information”, 2002, v. 16,":N. 1,
102, Lista 47. |

** Sin datos.
EJEMPLO 17

Solucién para inyeccion subcutanea 0.6 mg / mi, 1.0 mg / ml, 20

mg / mi, 3.0 mg / ml

La solucién para inyecciéon subcutdnea utilizada como mediéina
conteniendo recombinante PEGilado granulocito co!onia-estimula}nte
factor humano (PEG-G-CSF) como un ingrediente activoyg y
componentes adicionales farmacéuticamente aceptables en el
siguiente radio: |
Ingrediente activo: Recombinante PEGilado granulocito colonia-
estimulante factor humano (PEG-G-CSF), - 0.6 — 3.0 mg '
Excipientes:

Polisorbato 20 - 0.04 mg

Manitol - 50 mg
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Trihidrato sodio actetato — 0.23 mg
Acido acético glacial arriba de 4.0
Agua para inyeccién — arriba de 1 ml

EJEMPLO 18
. j
Empaque para el producto finalizado, por ejemplo, una solucién
acuosa conteniendo PEG-G-CSF, obtenido de acuerdo al ejemplo
3 |
En jeringas de vidrio neutral de clase hidrolitica 1, con agujas
soldadas, tapaderas protectoras, cubierto con tapaderas protectoiras,
tapado con tapén de jeringa. '

o)

En ampollas de vidrio neutral hidrolitico clase 1, tapado con cubierta
de teflén de hule fluorizado o puntas de butil-hule con ’tapaderal de

aluminio.

EJEMPLO 19 |
|

Un juego conteniendo drogas medicinales, por ejemplo, una,
solucion acuosa conteniendo PEG-G-CSF, obtenido de acurdo;al

ejemplo 3, como un ingrediente activo

Un juego conteniendo 1 jeringa completa con el pistén en un empaque
de contorno celular hecho de pelicula polimero junto a instrucciontues

para el uso que estan colocadas en un empaque de carton.

O
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Un juego conteniendo 1 ampolla en el contorno de un blister hecho.de
pelicula polimero, junto a instrucciones para su uso, las cuales es_{én

dentro de un empaque de cartén. I
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REIVINDICACIONES
Una colonia estimulante humana granulocita factor conjugado con

monometoxyplietileno glicol de férmula (1). !

cn,{o-cnz- cnz}o{cnz}— N°H-G-CSF
n m

Y
Donde:

n — intergers de 681 a 1 000;
m — interger = 4;

N®H-G-CSF -~ Natural o recombinante polipéptido, teniendo
actividad de G-CSF

Un conjugado de acuerdo a la Reivindicacion 1, donde el péso

promedio molecular del polietileno glicol es de 30 a 40 kDa.
Un conjugado de acuerdo a la Reivindicacién 2, en donde el peso

molecular del polietileno glicol es 30 kDa.

Un conjugado de acuerdo a la Reivindicacién 1, en donde m es

interger 4 6 6. !

Un conjugado de acuerdo a la Reivindicacién 1, en donde el grupo

N-terminal es un residuo metionina (Met). !

Una composicion farmacéutica, teniendo actividad
correspondiente a la colonia granulocita factor estimulante,
conteniendo el conjugado de férmula general (1) en la cantidad

efectiva y excipientes farmacéuticamente aceptables. |
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Una composicion farmaceéutica de acuerdo a la Reivindicacién 6,
para uso medicinal en tratamiento de neutropenia de varios
origenes.

|
Una composiciéon farmacéutica de acuerdo a la Reivindicitacién 6,
conteniendo el conjugado de férmula general (1) en la cantidad
efectiva, polisorbato, manitol, trihidrato sodio acetati), acido

,ye . ., |
acético y agua para inyeccién a 1 ml. |

|
Una composiciéon farmacéutica de acuerdo a la Reivindi"cacién 8,

en donde el valor pH es de 3 a 5.

Una composicion farmacéutica de acuerdo a la Reivindicacion 8,

en donde el valor pH es principalmente 4.

|
Un agente medicinal, teniendo la actividad correspondiente a que

|
la colonia granulocita factor estimulante, incluyendo el conjugado

de férmula general (1).

Un agente medicinal de acuerdo a la Reivindicacion 11 para el

tratamiento de neutropenia de varios origenes.

Uso de conjugado de férmula (1) para la preparacion de agente
medicinal teniendo la actividad correspondiente al factor colonia

estimulante granulocita.

|
Un método de profilaxis o tratamiento de neutropenia,
involucrando administraciéon de wuna cantidad efce!ctiva del

conjugado de férmula (1).

i
Un contenedor herméticamente sellado en ambierpte estéril
conteniendo una formulacién farmacéutica liquida de l;acuerdo a

cualquiera de las Reivindicaciones 6 — 11.

32
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16.

17.

i
i
I

Un contenedor de acuerdo a la Reivindicaciéon 15, en donde el
contenedor es una jeringa pre-llenada, una ampolla o un auto-
inyector.

Un juego, incluyendo el contenedor de acurdo a la Reivindicacion

15 y prescribiendo informacion.

33
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RESUMEN

La presente invencién se relaciona a farmacéuticos y medicina,
especificamente, a un nuevo conjugado fisioldgicamente de

granulocita colonia estimulante factor (G-CSF) con la formula general:

CH;;{O-CHZ' C]'lz}()*{CHz}—‘ N°H-G-CSF
n m

M

Donde:

l

n — intergers de 681 a 1 000;

m — interger = 4;

|

|
N?H-G-CSF — Natural o recombinante polipéptido, teniendo actividad

de G-CSF .

La invencion también esta relacionada a medicinas conteniendo el
conjugado reclamado de formula (1), composiciones farmacéuticas, el
uso de conjugado de férmula (1) para drogas y medicinas | con
granulocita colonia estimulante factor como un ingrediente activo, se
aproxima a prevenir y/o tratar la neutropenia, el contenedor ique

contiene la composicion farmacéutica. '
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Tiempo de G-CSF PEGilacién (Horas)

j €— PEG-G-CSF
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Fig. 1.
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Fig. 4.

38



G B4
Intens.[a.u.]

250] A 18816 ¢ s
2007
1507
1007
507
O:iﬂ_--w
Cl Y _nat\1SLin,
. B 49600
] ]
0 . —— ——————— T T T— T —T—T—T
180NN 20000 28000 2000 35000 40000 45000 50000 m/z



oy

‘9314

000¢ 0052 0002 0061 0001

005€

Intens.fa.u.]
s = = =~ =~ 3
< e B ¥ 3 5 KR =
7474 184
N —:3,;— 953.6
—_a— 11298
—d=— 12417
] 1359.7
- S 14327
<
] 2033.1
- 21041
7 —q}— 25273
1

2jw 000¥

01/9



(OD340 nm)

FLUJO
(0d340 NM)

(G-CSF no modificado)

0,4~
" unmodified G-CSF

0.3- B

) m
0,24
0,1

' PEG-G-CSF
0,0 W *

Time (hours)

Fig. 7.

TIEMPO (horas)

41



110 -
100 ~

Area de Banda Principal (%)

(G-CSF no modificado)

Unmodified G-CSF

PEG-G-CSF

| T T ¥ T j 1
0 2 4 6 8 ;
|
TIEMPO (horas) |
Fig. 8.

42



OD (450 nm)

st

N
bt

-_—
2 O OO o N
S o <

il

G-CSF no modificado

1 unmodified G-CSF

conjugate PEG-G-CSF

__I

2

Fig.9

PEG-G-CSF conjugado

43



G-CSF (ng/ml)

] |
1000i
* PEG-G-CSF |
1004
10
unmodified G-CSF
1
< |
Y v— v y Y
0 50 100 150
I
TIEMPO (horas)
Fig. 10 |

44



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

I

i

|

I

!

!

NIT : 800.176.089-2 l
-/-

[

£

(} S
Industria y Comercno I
SUPERINTENDENCIA Bogota D.C., Eq‘ero 15 de 2013 - 13:40:20

RECIBIDO DE : MARIO DELGADO ECHEVERRY E HIJOS LTDA |NI 800.020.909

*** Soporte del Pago ***

TIPQ PAGO BANCO CUENTA

CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387 532921200

!
No. PAGO EECHA PAGO I VR PAGQ
15/01/2013 , 5.613.000.00
l
l

*** Conceptos Pagados ***

CANT._ BENTISTICO CONCFPTO Vr UNDITARIO  Vr CONCEPTO

1 50005-01-01 SOLICITUDES 1 TRAMITES DE SOL. DE PATENTE DE 500.000.00 J 500.000.00
| $500.000.00

SON: *QUINIENTOS MIL PESOS MONEDA CORRIENTE*** i

Responsable: ﬁ(

Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.

i

[

AL

Fecha. 2013— 1% \1\{5“08 Dep %78 g ? JENACION
ATEN Fohos

I\c’t 1111 PRESENT CION l

|

|

I

J

(

|

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogot4, D.C.- Colombia |

Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea: 018000-910165 Call Center: i571 ) 6513240
|

. Encro 15 de 2013 - 13:40:25

]}




l

SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

i
i
L
NIT : 800.176.089-2 !
) 1

/-
L3P '
. i ' RECIBO DE CAJA l No. 13 - 003891
Industria y Comercio
SUPERINTENDENCIA

Bogota D.C,, Enero 15 de 2013 - 13:40:20
!

RECIBIDO DE : MARIO DELGADO ECHEVERRY E HIJOS LTDA

*** Soporte del Pago *** |

TIPQO PAGQO BANCO CUENTA No PAGO EECHA PAG({:)
CONSIGNACION BANCO DE BOGOTA 062754387

NI 800.020.909

VR PAGO
532921200 15/01/2013 ‘ 5.613.000.00

!
*** Conceptos Pagados *** ’

CANT. RBENTISTICO CONCFEPTO Vr UNDITARIO  Vr CONCEPTO

7 50005-01-01 SOLICITUDES 1607 REIVINDICACION PATENTE UNITARIA 30.000.00 | 210.000.00
ADICIONAL A LAS 70 INIC $570.000.00

SON: **DOSCIENTOSDIEZ MIL PESOS MONEDA CORRIENTE***

y~

Recibo de Caja Aplicado al Expediente No.

Responsable:

|
|
|NDUSTRIA Y COMERGIO

AT

No. 13-009161- - OOOO-gg:D‘R \UEVASCR
 oot3.01-18 15:08:56 _Dep. 2020 DL ASNAL
Fecha, 20 STENTEIVI Eve: 378 FA
chat‘ 111 ORESENTACION  Falios:

Sede Centro: Carrera 13 No. 27 - 00 Pisos 3,4,5 y 10 Bogotd, D.C.- Colombia

|
Web: www.sic.gov.co e-mai: info@sic.gov.co Conmutador: (571) 5870000 Fax: (571) 5870284 Linea; 018000-910165 Call Center: (571) 6513240
. Encro 15 de 2013 - 13:40:25

|

|



SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
TARJETA ARCHIVO TEMATICO N
PATENTE DE INVENCION _X_PCT _X__MODELO DE UTILIDAD ___ DISENO INDUSTRIAL __

(21) N° de solficitud: (22) Fecha de solicitud:
(51) Clasificacion Internacional :

(71)Solicitante(s): CLOSED JOINT STOCK COMPANY "BIOCAD”

(72)Inventor(es): CHERNOVASKAYA, Tatyana Veniaminovna; DENISOV,

Lev Alexandrovich; RUDENKO, Elena Georgievna; KLENOVA, CH3{O-CH2-CH2‘}0‘<CH2 N°H-G-CSF
Angelina Vsevolodovna; MOROZOV, Dmitriy Valentinovich; n m
MOROZOVA, Elena Leonidovna m
(74) Apoderado:  JAIME EDUARDO DELGADO VILLEGAS
Prioridad ~ (31)  No. Prioridad (32) Fecha (33) Pais

2010133875 13-08-2010 RU

(85) Fecha limite inicio fase nacional:  13-03-2013 | (87) Publicacién internacional.

(86) Datos relativos a la presentacién de la solic. PCT Fecha 1 6/02/2012

Fecha de presentacion de la solicitud: 19/07/2044 | No-Publicacion:W02012/021088A1
No. de solicitud PCT/ RU2011/000532

(54) Tiwo:  UN NUEVO CONJUGADO DE GRANULOCITO COLONIA-ESTIMULANTE FACTOR
(G-CSF) CON POLIETILENO GLICOL

{57) Resumen: Nusvo conjugado fisiologicamente de granulocita colonia estimulante factor (G-CSF) con la formula general: Donde: n ~ intergers
de 681 a 1 000; m - interger = 4; N®H-G-CSF - Natural o recombinante polipéptido, teniendo actividad de G-CSF. La invencion también esta
relacionada a medicinas conteniendo el conjugado reclamado de formuta (1), composiciones farmacéuticas, el uso de conjugado de formula (1)
para drogas y medicinas con granulocita colonia estimutante factor como un ingrediente activo, se aproxima a prevenir y/o tratar la neutropenia,
ol contenedor que contiene la composicién farmacéutica. CONTINUA AL RESPALDO




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS
PATENTE DE INVENCION _X_ PCT _X_ MODELO DE UTILIDAD __ DISENO INDUSTRIAL __

(21) N° de solicitud: (22) Fecha de salicitud:
{61) Clasificacion Intemacional :
(71)Solicitante (s) CLOSED JOINT STOCK COMPANY "BIOCAD”

(72) Inventorfes) CHERNOVASKAYA, Tatyana Veniaminovna; DENISOV, Lev Alexandrovich; RUDENKO,
Elena Georgievna; KLENOVA, Angelina Vsevolodovna; MOROZOV, Dmitriy Valentinovich;
MOROZOVA, Elena Leonidovna.

(74) Apoderado: JAIME EDUARDO DELGADO VILLEGAS
(30) Prioridad | (31) | No. Prioridad 32) | Fecha (33) |Pais
2010133875 13-08-2010 RU
(85) Fecha inicio fase nacional:  13/03/2013 (87) | Publicacion intemacional
(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha: 16/02/2012 Fecha (ddmm/aa)
Facha de presentacion de la solicitud:  19/07/2011
No. de solicitud PCT/ RU2011/000532 N° publicacion: WO02012/021088 A1

GM)Titulo: UN NUEVO CONJUGADO DE GRANULOCITO COLUNIA-ED 1 IMULAN I E FAL I UK (G-
CSF) CON POLIETILENO GLICOL




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

No. de solicitud. ~ PCT/ RU2011/000532

Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION |
SUPERINTENDENCIA - SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION PCT .
{21) N° de solicitud: (51} Int CI: '
22) Fecha de solicitud: (71)Solicitante CLOSED JOINT STOCK
(s) COMPANY "BIOCAD” !
(30) Prioridad ~ (31) No. Prioridad  (32) Fecha (33) Pais |(72) CHERNOVASKAYA, Tatyana
Inventor(es) Veniaminovna; |
2010133875 13-08-2010 RU DENISOV, Lev AIexandrovnch
RUDENKO, Elena Georglevna
KLENOVA, Angelina Vsevolodovna
MOROZOV, Dmitriy Valenltlnowch
MOROZOVA, Elena Leonidovna;
(74) JAIME EDUARDO DELGADO
Apoderado: VILLEGAS ‘
(85) Fecha limite inicio fase nacional: 13/03/2013 (87)Publicacién  Intemacional ,
Fecha: Fecha (dd/mm/aa) -
16/02/2012
Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT !
Facha de presentacion de la solicitud 19/07/2011 | N° publicacion. WQ02012/021088 A1 :

(G-CSF) CON POLIETILENO GLICOL
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Resumen

|
Nuevo conjugado fisiolégicamente de granulocita colonia estimulante factor (G-CSF) con la férmula general.

cu,{o-cnrcnz-}o{cn,}-—n“n-o-csr:
n m

M

Donde:

—intergers de 681 a 1 000;
- interger 2 4;

N2H-G-CSF - Natural o0 recombinante polipéptido, teniendo actividad de G-CSF

La invencion también estd relacionada a medicinas conteniendo el conjugadc reclamado de féormula (1),
composiciones farmacéuticas, el uso de conjugado de férmula (1) para drogas y medicinas con granulocita
colonia estimulante factor como un ingrediente activo, se aproxima a prevenir y/o tratar la neutropenia el
contenedor que contiene la composicién farmacéutica.
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