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DESCRIPCION
Complejo de interferén beta
Sector técnico

La presente invencion se refiere a un complejo de interferon  que tiene polietilenglicol unido de manera especifica a
la lisina localizada en las posiciones 19 6 134 en la secuencia de aminodacidos del interferon  y a un procedimiento
de produccion del mismo.

Técnica anterior

Es conocido que los polimeros solubles en agua, tales como el polietilenglicol, cuando se unen a biomoléculas tal
como se tipifica para los farmacos de proteinas, confieren utilidad clinica de varias maneras que provocan efectos,
tales como una estabilidad fisica y térmica mejorada, resistencia a proteasa y solubilidad, asi como una volumen de
distribucion in vivo disminuida y una retencion mejorada en la sangre (véase, Inada y otros, J. Bioact and Compatible
Polymers 5, 343 (1990); Delgado y otros, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems 9, 249 (1992); y
Katre, Advanced Drug Delivery Reviews 10, 91 (1993)).

Existe un conjunto de procedimientos para unir el interferon B natural o el interferébn B que tiene una estructura
primaria idéntica a la del interferén B natural a un polimero soluble en agua de polietilenglicol (PEG). Por ejemplo,
Katre y otros han aplicado la modificacion del grupo amino de la lisina o similar a la PEGilacion del interferon 3
(véanse, las patentes de Estados Unidos Nos. 4766106 y 4917888 y la publicacion internacional No. WO87/00056).
De manera especifica, han dado a conocer un conjugado obtenido mediante la unién de un polimero soluble en agua
(PEG) con un peso molecular de 300 a 100.000 al interfer6n 3 recombinante o IL-2 a través de 1 a 10 residuos de
lisina en la secuencia de aminoacidos del mismo. De manera alternativa, se ha dado conocer una técnica para unir
PEG a un grupo amino en una linfoquina en "Chemically modified lymphokine and production thereof" (“Linfoquina
modificada quimicamente y produccién de la misma”) (véase, publicacién de la patente de Japon (Kokai) No.
60-226821A (1985)). Sin embargo, en realidad, el interferon B unido con PEG mediante estos procedimientos
presenta una actividad de interferon B disminuida a menos del 10% y no puede ser de uso practico.

Previamente no se ha descrito una técnica para unir selectivamente el PEG al grupo amino de una lisina particular
en el interfer6n B. Si es posible seleccionar y modificar de manera especifica una lisina que minimiza la tasa de
reduccion en la actividad biolégica del interferon 3 causada por la union a PEG, la reduccion en la cantidad total de
proteinas administradas como un farmaco conduce a menos efectos secundarios para los pacientes y, ademas, a un
control de calidad més sencillo.

Por otro lado, también se conoce un procedimiento que utiliza una alquilacion reductora sin implicar residuos de
lisina para unir de manera selectiva un polimero soluble en agua al extremo amino terminal del interferén a través de
una reaccion a pH adecuado para la activacién selectiva del grupo a-amino del extremo amino terminal del interferén
(véase, la publicacion de patente de Japon (Kokai) No. 9-25298A (1997)). Sin embargo, en realidad, la PEGilacién
del interferon B mediante este procedimiento no proporciona una monoPEGilaciéon y provoca una PEGilacion no
selectiva en cualquier residuo de lisina o el extremo N terminal, dando lugar a la generacion de una mezcla
heterogénea sin una actividad antiviral y una actividad inhibidora del crecimiento celular suficientes.

De manera mas destacada, también se conoce que el interferén 3 purificado unido por el extremo N terminal con
PEG presenta una actividad restante (proporciéon con respecto a la actividad del interferén B antes de la union)
disminuida de manera drastica cuando el PEG tiene un peso molecular superior a 20.000 y carece completamente
de actividad cuando el PEG tiene un peso molecular de 40.000, tal como se da a conocer por Pepinsky y otros
(véase, Pepinsky y otros, The Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, volumen 297, péags.
1059-1066, (2001)).

En cuanto al interferén a, Bailon y otros han producido interferon a monoPEGilado de manera no selectiva en el
residuo de lisina con un polimero de PEG ramificado con un peso molecular de 40.000 (Bailon y otros, Bioconjugate
Chem. 12, 195 (2001)). Sin embargo, han dado a conocer que la actividad restante del interferon a unido con PEG
con un peso molecular, como méaximo, de 40.000, disminuye significativamente como en el caso con el interferén 3
unido por el extremo N terminal con PEG, y es del 7%.

A saber, es dificil aplicar de forma directa técnicas (el nimero y posicién del PEG unido) que se han desarrollado
para la modificacién de un PEG de peso molecular bajo a PEG con un peso molecular elevado. De este modo, se
requiere una técnica nueva para producir un complejo de interferon 3 muy activo unido con PEG con un peso
molecular necesario para obtener de manera suficiente efectos, tales como una vida media circulatoria in vivo
prolongada y unos valores disminuidos de depuracién que conducen a la utilidad como farmaco.

Tal como se ha descrito anteriormente, hasta ahora no se ha dado a conocer una selecciéon de un residuo de lisina
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para modificarse para evitar la reduccién en la actividad del interfer6n 3 unido con un polimero soluble en agua de
peso molecular elevado ni una técnica para este objetivo. Ademas, no se ha dado a conocer que la unidn selectiva
de un polimero soluble en agua de peso molecular elevado, tal como PEG, a cualquiera de los 11 residuos de lisina
presentes en el interferon 3 produzca un complejo de interferén 3 muy activo.

El documento WO 01/15736 A2 da a conocer un conjugado que muestra una actividad de interferon B y que
comprende, como minimo, un primer grupo no polipeptidico unido de forma covalente a un polipéptido interferon f.

El documento WO 01/48052 Al da a conocer polialquilenglicoles ramificados que tienen un peso molecular que varia
de 500 a 1.000.000, asi como conjugados de polialquilenglicoles ramificados e interferones, tales como el interferén

Caracteristicas de la invencién

Un objetivo de la presente invencién es encontrar una estructura de un complejo de interferén 3 que no tenga
deficiencias en la actividad bioldgica, incluso mediante la modificacion con una sustancia de peso molecular elevado,
tal como polietilenglicol, y dar a conocer un procedimiento para producir dicho complejo con una eficacia elevada. De
manera particular, un objetivo de la presente invencidon es obtener un complejo de interferon 3 en el que se
mantenga el 10% o mas de la actividad del interferon (3 incluso mediante la union de PEG con un peso molecular,
como méaximo, de 40.000.

Los presentes inventores han llevado a cabo un conjunto de estudios para conseguir los objetivos y, en
consecuencia, han encontrado que un complejo de interferon (3, segun la reivindicacion 7, logra los objetivos
indicados anteriormente.

El residuo de lisina localizado en la posicion 19 se ha indicado previamente como uno de los residuos de lisina que
deben eliminarse cuando el PEG se une al grupo amino del interferon 3 (véase la publicacién internacional No.
WO001/15736). Por lo tanto, este sitio de unién no puede esperarse a partir de técnicas convencionales. En cuanto al
residuo de lisina localizado en la posicion 134, tampoco se ha dado a conocer hasta ahora que la unidn selectiva a
este sitio de una sustancia modificadora con un peso molecular elevado minimice la reduccion en la actividad de
interferon (.

A saber, la presente invencion da a conocer un procedimiento para producir un complejo de interferon 3 segun la
reivindicacion 1.

El complejo de interferon 3 de la presente invencién presenta una solubilidad en sangre, una actividad de interferon
B y una estabilidad fisica y bioldgica elevadas, y es util como farmaco en el tratamiento, la prevencion y el alivio de
todos los sintomas y enfermedades a los que se aplica el interferon 3.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1 es un diagrama que muestra la separacion y purificacion en una columna Poros HS de un complejo de
interferon 3 que tiene polietilenglicol unido al grupo amino de la lisina localizada en la posicion 19. En el dibujo, la
flecha superior indica la proporcion de disolvente B mezclado y la flecha inferior indica la absorbancia a 280 nm;

la figura 2 es un diagrama que muestra el resultado del analisis de los componentes de los picos 1 a 4 (en el dibujo,
(i) a (iv)) obtenidos mediante la separacion y purificacién en una columna Poros HS de un complejo de interferén 3
que tiene polietilenglicol unido al grupo amino de la lisina localizada en la posicién 19, en la que los componentes se
separan mediante SDS-PAGE y, a continuacion, se analizan mediante tincion con plata;

la figura 3 es un diagrama que muestra la separacién y purificacién en una columna SP-5PW de un complejo de
interferon B que tiene polietilenglicol unido al grupo amino de la lisina localizada en la posicién 19;

la figura 4 es un diagrama que muestra la secuencia de aminoacidos del interferén 3 y los sitios de escision previstos
por la lisil endopeptidasa en la misma;

la figura 5 es un diagrama que muestra el mapa peptidico (tratado con lisil endopeptidasa) de los componentes
eluidos de los picos 2 a 4 (en el dibujo, indicados por (ii) a (iv)) separados con la columna SP-5PW después de la
reaccion de union con PEG con un peso molecular de 40K, asi como el mapa peptidico del interferon 3 (en el dibujo,
indicado por Pre en la parte mas inferior) antes de la reaccion con PEG;

la figura 6 es un diagrama que muestra la retencion, en sangre de conejo, del interferén  que tiene PEG con un
peso molecular de 40K unido a la lisina localizada en la posicién 19;
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la figura 7 es un diagrama que muestra la evolucion con el tiempo de la induccion de un marcador farmacoldgico
(actividad de 2-5A sintetasa) en un conejo por el interferon 3 que tiene PEG con un peso molecular de 40K unido a la
lisina localizada en la posicién 19;

la figura 8 es un diagrama que muestra el resultado de analizar las fracciones de los picos obtenidas mediante la
separacién con la columna TOYOPEARL CM 650 de un complejo de interferon 3 que tiene polietilenglicol unido al
grupo amino de la lisina localizada en la posicion 134, en el que las fracciones se analizan mediante SDS-PAGE (A),
y la fraccion del pico 3 (en el dibujo, (iii)), se analiza adicionalmente con la columna SP-5PW (B) (cada uno de los
cromatégrafos se representd de abajo a arriba en el orden de elucién);

la figura 9 es un diagrama que muestra las actividades de un complejo de interferon f PEGilado de manera multiple
de forma no selectiva con 2 0 mas moléculas de PEG y un complejo de interferon 3 monoPEGilado con PEG unido
de manera selectiva a la lisina localizada en las posiciones 19 6 134. En el dibujo, se muestran, con correspondencia
entre los mismos, un cromatograma obtenido con la columna TOYOPEARL CM 650(S) (Tosoh) (B), el resultado del
andlisis SDS-PAGE correspondiente a cada fraccion separada (A) y el valor de la actividad antiviral por la cantidad
de proteinas de cada fraccion y la tasa de retencién de la actividad en relacién con la actividad especifica de IFN-3
antes de la union a PEG (C); y

la figura 10 es un diagrama que muestra la retencion, en sangre, de un complejo de IFN-B unido a PEG de peso
molecular de 20.000 (20K) o 40.000 (40K), que se ha administrado por via intravenosa en un conejo.

El presente documento comprende contenidos descritos en el documento de la solicitud de patente de Japon No.
2003-299850 que sirve como base para la prioridad de la presente solicitud.

Modo éptimo para llevar a cabo la invencion

Tal como se ha descrito anteriormente, un procedimiento de la presente invencion puede unir de manera eficaz
polietilenglicol a la lisina localizada en las posiciones 19 6 134 en la secuencia de aminoacidos del interferén 3 y
separar los productos no unidos y subproductos del mismo.

Como interferén 3 sometido al procedimiento de la presente invencion se pueden utilizar el interferén B natural, un
interferén 3 que tiene una cadena de azUcares alterada con respecto a la natural, o un interferon  recombinante con
o0 sin una cadena de azlcares. En el procedimiento de la presente invencion, se puede utilizar como dicho interferén
[ un producto disponible comercialmente. El interferdn 3 natural tiene una asparagina unida a la cadena de azlcares
en la posicion 80 que esta proxima a la lisina localizada en la posicion 19 desde el punto de vista de la estructura
tridimensional. Cuando se une al mismo un PEG de peso molecular elevado o similar, es preferente utilizar un
interferén B recombinante sin una cadena de azlicares porque el posible impedimento estérico reduce la eficacia de
la reaccion. Como interferén B sometido al procedimiento de la presente invencién también se puede utilizar
cualquiera de aquéllos que tengan la secuencia de aminoéacidos del interferén (3 natural con la delecion, sustitucion o
adicién de uno o varios aminodcidos, en el que el complejo de interfer6n 3 obtenido mantiene una actividad del 10%
o superior de la actividad antiviral del interferon 3 que no se ha unido a polietilenglicol cuando la actividad antiviral
del interferén 3 se determina mediante un bioensayo utilizando células FL de amniocitos humanos y el virus sindbis o
el virus de la estomatitis vesicular combinados.

El interferon B de la presente invencion también comprende, interferon B natural, interfer6n  recombinante y una
forma alterada de los mismos, en el que el complejo de interferon B obtenido mantiene una actividad del 10% o
superior de la actividad antiviral del interferén 3 que no se ha unido a polietilenglicol cuando la actividad antiviral del
interferon B se determina mediante un bioensayo utilizando células FL de amniocitos humanos y el virus sindbis o el
virus de la estomatitis vesicular combinados. La forma alterada significa cualquiera de aquéllos obtenidos mediante
la alteracion o modificacion de la secuencia de amino&cidos o la cadena de azlcares del interfer6n natural tal como
se ha descrito anteriormente, en el que el complejo de interfer6n 3 obtenido mantiene una actividad del 10% o
superior de la actividad antiviral del interferén 3 que no se ha unido a polietilenglicol cuando la actividad antiviral del
interferon B se determina mediante un bioensayo utilizando células FL de amniocitos humanos y el virus sindbis o el
virus de la estomatitis vesicular combinados. En el presente documento, la lisina localizada en las posiciones 19 6
134 esta representada por el nimero de aminoacido para la secuencia de aminoacidos de este interferon (3 natural
(figura 4 y SEQ ID NO: 1). El nimero de aminoéacido de dicha lisina para la forma alterada se cambia de manera que
corresponda a la posicién de la lisina en la secuencia de aminoéacidos del interferén (3 natural.

El interferon B en cualquiera de estas formas se puede obtener mediante cualquier procedimiento, tal como la
extraccion de tejido, la sintesis de proteinas y la produccion bioldgica utilizando células naturales o recombinantes.
El interferon B modificado genéticamente sin una cadena de azlicares esta disponible comercialmente y dicho
interferén (3 disponible comercialmente también se puede utilizar en el procedimiento de la presente invencion.

El polietilenglicol (PEG) no es dafiino para el cuerpo humano y, cuando se administra como un complejo de
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interferén B unido al mismo, confiere una solubilidad en agua a un nivel necesario para disolver el complejo en
sangre. Es conocido en la técnica que la unién de PEG a una sustancia fisiolégicamente activa permite que la
sustancia fisiolégicamente activa en organismos vivos consiga una estabilidad fisica y térmica mejoradas, una
proteccion frente a la degradacién enzimatica, una mayor solubilidad, una vida media circulatoria in vivo prolongada
y valores disminuidos de depuracion. A la vista de dichos efectos, el PEG se utiliza de manera preferente en la
presente invencion.

Se puede utilizar cualquier procedimiento en la activacion terminal del PEG para la unién del PEG al grupo amino del
residuo de lisina en el interferon (. Por ejemplo, se puede utilizar un PEG que tenga una estructura reactiva con un
grupo amino, tal como una estructura de éster de hidroxisuccinimida o de éster de sulfonato de nitrobenceno en el
extremo terminal. En el presente documento, a cualquiera de estas estructuras terminales se hace referencia como
“grupo funcional reactivo con un grupo amino” y al PEG que tiene cualquiera de estas estructuras terminales se hace
referencia como “polietilenglicol activado con un grupo funcional reactivo con un grupo amino”. El PEG que tiene
cualquiera de estas estructuras se utiliza ampliamente de manera convencional para la unién a un grupo amino y se
puede producir con facilidad mediante un procedimiento sintético conocido habitualmente o esta disponible
comercialmente. En la presente invencion, de manera preferente, también se puede utilizar dicho producto
disponible comercialmente.

El peso molecular promedio del PEG es de 10.000 o superior y, de manera preferente, es aproximadamente de
10.000 a 60.000, de manera mas preferente, aproximadamente de 20.000 a 40.000, desde el punto de vista de
permitir que el interferén 3 en organismos vivos consiga una estabilidad fisica y térmica, una proteccion frente a la
degradacién enzimatica, una mayor solubilidad, una vida media circulatoria in vivo prolongada y valores disminuidos
de depuracion.

La reaccion de unién entre el interferon 3 y el PEG se realiza mediante la reaccion del interferon  con PEG a pH de
5,0 a 8,5, de manera preferente a pH de 5,0 a 8,0, y en presencia de un agente contra la reduccién para la actividad
del interferén B, de manera preferente en una solucién tampon, tal como soluciones tampon de fosfato o citrato. El
agente contra la reduccion para la actividad del interfer6n 3 no sélo suprime la agregacion del interferén 3 causada
por su situacion bajo una atmésfera de pH 5,0 a 8,5 adecuado para la reaccion, sino que también ayuda en la
reaccion de la unién especifica del PEG a la lisina diana localizada en las posiciones 19 6 134 o en un sitio préximo
a las mismas. El agente contra la reduccion para la actividad del interferén (3 para la unién eficaz del PEG al sitio
deseado manteniendo la actividad del interferon 3 se selecciona del grupo que comprende oligosacéaridos con 5 o
menos unidades de azlcar, monosacéridos, sus correspondientes alcoholes de azucar, alcoholes polihidricos Ca.s.
Son particularmente preferentes disacaridos o monosacaridos, tales como glucosa, manitol, sorbitol, sacarosa o
trehalosa, sus correspondientes alcoholes de azucar y alcoholes polihidricos C..3, tales como etilenglicol o glicerol.
Estos agentes contra la reduccion para la actividad del interferon B se pueden utilizar solos o en cualquier
combinacion de dos o més de ellos.

La concentracion del agente contra la reduccion para la actividad del interferon 3 sometido al procedimiento de la
presente invencion es del 1 al 50% (en total, cuando se utilizan varios agentes contra la reduccion para la actividad
del interferdn B; en lo sucesivo especificado de la misma manera), de manera preferente, aproximadamente del 10 al
30%, con respecto al peso total de la mezcla de reaccion. La proporcion de la mezcla interferén B:PEG no esta
particularmente limitada y, sin embargo, es habitualmente aproximadamente una proporcién molar de 1:1 a 1:400 y,
de manera preferente, aproximadamente una proporcién molar de 1:4 a 1:100 para el PEG activado con éster
succinimidilico. La temperatura de reaccion adecuada para el procedimiento de la presente invencion es
habitualmente de 4 a 40°C, de manera preferente de 4 a 25°C. Aunque el tiempo de reaccion se determina
aproximadamente segin la temperatura de reaccion y asi sucesivamente, habitualmente son adecuados
aproximadamente de 1 hora a 24 horas.

El polietilenglicol se une de manera especifica a la lisina localizada en las posiciones 19 6 134 en la secuencia de
aminoacidos del interferon B. El término “especifico” o “de manera especifica” se refiere a la unién selectiva y
preferente del polietilenglicol a la lisina localizada en las posiciones 19 6 134 o al sitio estéricamente proximo a las
mismas. Esta union especifica produce un interferén 3 monoPEGilado homogéneo.

En la reaccion de unidn con el grupo tiol de la cisteina se utiliza un polimero soluble en agua con una estructura
reactiva al grupo tiol, tal como una estructura de disulfuro de ortopiridilo, vinilsulfona, maleimida o yodoacetamida, en
el extremo terminal, de manera preferente un polimero soluble en agua con una estructura de maleimida. Para la
union del PEG con un peso molecular particularmente deseado de 10.000 a 60.000 al residuo de cisteina en la
secuencia de aminoacidos del interferon (3, se utiliza, de manera preferente, un interferon  con una cadena de
azlcares mas pequefia que la del natural, un interferon 3 del que se ha eliminado una cadena de azlcares, 0 un
interferén B que originalmente no tiene cadenas de azlcares. La utilizacién de dicho interfer6n 3 permite la reaccion
de unioén sin una disociacién reductora para proceder con una eficacia elevada en una sola etapa.

Después de la reaccion de union, el interferén B y el PEG no reaccionados y los subproductos se pueden extraer
mediante cualquiera de los procedimientos, o cualquier combinacién de los mismos, tales como un cromatograma
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utilizando un portador de intercambio i6nico, un portador de filtracion de gel o un portador hidrofébico o hidrofilico,
para purificar o concentrar el complejo de interferén 3 deseado que tiene PEG unido a la lisina localizada en las
posiciones 19 6 134.

Este es el procedimiento mas eficaz para purificar y concentrar el complejo de interferon  que tiene PEG unido a la
lisina localizada en las posiciones 19 6 134. El portador de intercambio i6nico utilizado es, de manera preferente, un
portador de intercambio catidnico, de manera mas preferente, un portador en el que un grupo sulfopropilo, acido
sulfénico o carboximetilo esta unido a un material base, y cualquiera de estos portadores de intercambio i6nico estan
disponibles comercialmente. Por ejemplo, cuando se utilizan HiTrap SP HP (Amersham Pharmacia), Poros HS
(Applied Biosystems) o SP-5PW (Tosoh), un complejo de interferén B diPEGilado presente en cantidades de trazas
en la solucion de reaccion se eluye inicialmente mediante un gradiente de concentraciéon de sales. Posteriormente,
se eluye el complejo de interferon B deseado que tiene PEG unido a la lisina localizada en la posicion 19 en la
secuencia de aminoécidos del interferon B en una proporcion del 40% o mas de las fracciones totales eluidas,
seguido de la elucion y fraccionamiento de los complejos que tienen PEG unido al grupo amino N-terminal o a la
lisina localizada en las posiciones 33, 46 6 108 como isbmeros menores de los sitios unidos a PEG, y del interferén 3
no reaccionado. En este procedimiento, se puede aislar a la vez el complejo de interferon 3 que tiene PEG unido a la
lisina localizada en la posicién 134.

La union al portador de intercambio catidnico se realiza mediante el ajuste de la solucion de reaccion a la fuerza
i6nica adecuada para la unién a un pH de 3,0 a 8,0. En este caso, el portador de intercambio catiénico se puede
cargar en una columna o suspenderse en la solucion de reaccion. Sin embargo, cuando la agregacion de un
polimero hidrofilico que no ha reaccionado en el portador de intercambio cationico reduce la eficacia de separacion
del complejo deseado, es preferente cargar el portador en la columna después de la suspension y la unién para
realizar la elucién. La elucion del portador de intercambio catiénico se puede llevar a cabo mediante la realizacion de
un gradiente por etapas o una elucién isocratica con concentraciones crecientes de sales o incrementos del pH en
una solucién tampdn compuesta de citrato, acetato, fosfato, o similares.

El sitio unido a PEG en el complejo de interferon  fraccionado y eluido se puede analizar, tal como se describe en el
ejemplo 3, mediante un mapeo peptidico, seguido del analisis o secuenciacion de los aminoacidos del fragmento
unido a PEG obtenido.

La actividad antiviral del complejo de interferén B que tiene PEG Unico a la lisina localizada en las posiciones 19 6
134 producido de este modo se puede medir con facilidad mediante un procedimiento conocido en la técnica (por
ejemplo, Armstrong, J. A., Methods In Enzymology, 78, 381-387, (1981); Rubinstein y otros, J. Virol. 37, 755 (1981);
y Borden y otros, Canc. Res. 42, 4948 (1982)). El interferon 3 que tiene PEG con un peso molecular de 40.000 unido
a la lisina localizada en la posicién 19 mantiene el 10% o mas de la actividad antes de la unién, y esta actividad es
equivalente a la actividad del interfer6n 3 unido a PEG con un peso molecular de 20.000. De manera alternativa, el
interferén 3 que tiene PEG con un peso molecular de 40.000 unido a la lisina localizada en la posicion 134 mantiene
del 70 al 100% de la actividad antes de la union. Se ha descrito previamente que la actividad restante de un
complejo que tiene PEG con un peso molecular de 40.000 unido al extremo N-terminal del interferon 3 es del 0%
(Pepinsky y otros, The Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, volumen 297, pags. 1059-1066,
(2001)). Por consiguiente, esto demuestra que la utilizacion de la lisina localizada en las posiciones 19 6 134 como el
sitio del interferon 3 unido a PEG de peso molecular elevado es extremadamente (til.

Ademas, el procedimiento de la presente invencion se puede aplicar a la inmovilizacion del interfer6n  sobre un
conjunto de soportes, por ejemplo, la superficie plana o granulos de un material de azdcar, vidrio o resina. A saber,
la utilizacién de la lisina localizada en las posiciones 19 6 134 como punto de unién entre el interferén B y cualquiera
de un conjunto de soportes permite la inmovilizacion del interferén 3 sin reducir su actividad. Este procedimiento de
inmovilizacién requiere la introduccion de un agente reticulante que tenga un grupo funcional similar reactivo al grupo
amino o la union previa del agente reticulante al soporte.

El complejo entre el interferon B y el PEG de la presente invencion se puede utilizar en el tratamiento de un conjunto
de enfermedades que explotan la actividad bioldgica del IFN. Por ejemplo, el complejo se puede utilizar en el
tratamiento de la hepatitis B activa cronica, la hepatitis C crénica y otras enfermedades virales; un conjunto de
neoplasmas malignos, tales como glioblastoma, meduloblastoma, astrocitoma y melanoma maligno de piel; y
enfermedades autoinmunes, tales como esclerosis mdultiple. Ademds, se puede utilizar en el tratamiento de
enfermedades que acompafian a la vascularizacion, por ejemplo, enfermedades inflamatorias (por ejemplo, artritis
reumatica o psoriasis), enfermedades oculares (por ejemplo, retinopatia diabética, retinopatia de premadurez,
glaucoma neovascular, sindrome de Stevens-Johnson y su enfermedad relacionada, penfigoide ocular y su
enfermedad relacionada, quemadura quimica de la cornea, o tracoma) y cancer (por ejemplo, cancer de mama,
cancer de prostata, melanoma maligno, cancer renal, tumores de cerebro o sarcoma de Kaposi).

El complejo de interferén (3 de la presente invencion se puede administrar a través de una via oral o parenteral, ya
sea de forma directa 0 como una composicion farmacéutica preparada mediante la mezcla del complejo con un
portador o excipiente farmacoldgicamente aceptable conocido en la técnica. Sin embargo, es preferente la

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2452 640 T3

administracion realizada mediante inyeccion hipodérmica, intramuscular o intravenosa.

Entre los ejemplos concretos de una forma de dosificacion para la administracion oral se incluyen comprimidos,
pastillas, capsulas, granulos, jarabes, emulsiones y suspensiones. Dichas formas de dosificacion se producen
mediante un procedimiento per se conocido en la técnica y contienen un portador o excipiente utilizado
habitualmente en el sector farmacéutico.

Entre los ejemplos del portador o excipiente para comprimidos se incluyen lactosa, maltosa, sacarosa, almidéon y
estearato de magnesio. Entre los ejemplos de una forma de dosificacién para la administracion parenteral se
incluyen gotas oculares, pomadas, inyecciones, cataplasmas, supositorios, agentes de absorcién transnasal,
agentes de absorcién transpulmonar, agentes de absorcion transdérmica y agentes de liberacion prolongada de
manera local.

Se pueden preparar preparaciones liquidas mediante un procedimiento conocido en la técnica, por ejemplo,
mediante la disolucién o suspensién del complejo de interferon B en una solucion acuosa estéril utilizada
habitualmente para inyecciones o mediante el emulsionado o la introduccidon en un liposoma del complejo de
interferén 3.

Se pueden preparar preparaciones sdélidas mediante un procedimiento conocido en la técnica, por ejemplo, mediante
la adicion de un excipiente, tal como manitol, trehalosa, sorbitol, lactosa, o glucosa, al complejo de interferén 3 para
producir un producto liofilizado. Este producto liofilizado adicionalmente se puede administrar como polvo, o de otro
modo, este polvo se puede mezclar y solidificar con acido polilactico o acido glicélico para su utilizacién.

Se pueden preparar agentes gelificantes mediante un procedimiento conocido en la técnica, por ejemplo, mediante
la disolucion del complejo de interferén B en un espesante o polisacérido, tal como glicerina, polietilenglicol,
metilcelulosa, carboximetilcelulosa, acido hialurénico o sulfato de condroitina. Cualquiera de estas preparaciones se
puede complementar con albumina de suero humano, inmunoglobulina humana, a2-macroglobulina, aminoacido, o
similares, como estabilizantes, y se puede complementar con alcohol, alcohol de azlcar, un surfactante i6nico, un
surfactante no iénico, o similares, como dispersante o promotor de absorciéon en un intervalo que no afecta a la
actividad biol6gica del IFN. De manera alternativa, también se pueden afiadir al mismo, de manera opcional, trazas
de metales o una sal de un acido organico.

La dosis del complejo de la presente invencion se determina de manera apropiada segun la edad y el peso corporal
de un paciente, la enfermedad o sintomas a tratar, la forma y via de administracion, el peso molecular del PEG, y asi
sucesivamente. Sin embargo, en general, el complejo de la presente invencion se administra en un intervalo de una
dosis/mes a una dosis/dia, de manera preferente de una dosis/mes a una dosis/semana, con 1.000 unidades a 100
millones de unidades/dosis, de manera preferente, de 10.000 unidades a 18 millones de unidades/dosis.

Ejemplos
En lo sucesivo se describira la presente invencion de forma mas completa haciendo referencia a los ejemplos.
[Ejemplo 1]

Efecto del aditivo en la reaccién de unidn de polietilenglicol activado con éster de hidroxisuccinimida al grupo amino
en interferon B recombinante:

Se afiadio glucosa, glicerol o etilenglicol a cada concentracion final de 1, 5, 10 y 20% a interferon 3 humano
recombinante (concentracion final: 200 pg/ml; que se expreso y purificd con Escherichia coli recombinante segun el
procedimiento de Goeddel y otros, Nucleic Acid. Res. Volumen 8, 4057-4074 (1980)) almacenado en cloruro de
sodio 0,5 M y una solucion de tampon acetato 100 mM (pH 5,0). Se ajusto el pH de estas soluciones y un control
libre de aditivo a pH 7,8 utilizando una solucién de hidrogenofosfato de disodio 1 M. Se mezcld polietilenglicol (peso
molecular promedio: 40K; fabricado por Shearwater Polymers, INC y adquirido de NOF Corp) activado con éster de
hidroxisuccinimida en una proporcion molar de aproximadamente 10 por mol de interferon 3 con cada una de las
soluciones resultantes, seguido de la reacciéon de unién durante la noche a 4°C. Después de la reaccion, se extrajo
el interfer6n B no reaccionado, y se midi6 la actividad de interfer6n  en cada una de las soluciones de reaccion
preparadas.

La medicién de la actividad se llevé a cabo utilizando una técnica de anticuerpos y enzimas (inmunoensayo
sandwich) (véase Eiji Ishikawa, "Enzyme Immunoassay” (“Inmunoensayo con enzimas”) 32 edicion, pag. 180,
Igaku-shoin). De manera especifica, se inmovilizaron anticuerpos contra interferén 3 de conejo en una inmunoplaca,
a la que se afiadieron, a continuacién, junto con la muestra, anticuerpos monoclonales de ratbn marcados con la
enzima que reconocian soélo las estructuras de interferén B activo. Después del lavado de los productos no unidos,
se afiadié un sustrato de color a la inmunoplaca para calcular la actividad de interferén  de la muestra mediante la
comparacion con el valor de la coloracion de un patrén (se confirmd que el resultado en la actividad de interferén 3
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era igual al resultado obtenido mediante un procedimiento de medicion de actividad bioldgica basado en la actividad
antiviral de las células cultivadas). Paralelamente, la adicién de un surfactante Tween 80 o HCO-60 de las misma
manera indicada anteriormente suprimié la agregacion de interferon 3 y, sin embargo, también suprimié de manera
amplia la progresion de la reaccién de unién del PEG, conduciendo a una medicion no satisfactoria de la actividad
del conjugado.

Tal como se muestra en la tabla 1, se observé un efecto evidente de mejora de la actividad en la solucion de
reacciéon que contenia una cantidad adecuada de glucosa, glicerol o etilenglicol, en comparacion con el control
(actividad del complejo PEG-interferon 3 obtenida mediante la reaccion de union de PEG en ausencia del aditivo).

[Tabla 1]
Actividad del interferén 3 (10E+7 IU)
Aditivo Concentracion (%) Por solucion de reaccion Por peso de proteina
1 Glucosa 1 1,79 1,62
2 5 1,95 2,46
3 10 2,49 4,96
4 20 2,62 5,03
5 Glicerol 1 2,28 1,73
6 5 2,19 1,87
7 10 2,53 1,81
8 20 2,51 2,24
9 Etilenglicol 1 1,74 1,37
10 5 2,24 1,68
11 10 2,77 2,04
12 20 2,96 2,37
13 Ausente 1,70 1,09
[Ejemplo 2]

Separacion y purificacion del complejo de interferon 3 que tiene polietilenglicol unido al grupo amino de la lisina
localizada en la posicién 19:

Se afiadio etilenglicol a la concentracion final del 20% a interferon B humano recombinante (concentracion final: 200
pg/ml) almacenado en cloruro de sodio 0,5 M y una solucién de tamp6n acetato 100 mM (pH 5,0), seguido del ajuste
del pH hasta 7,6 utilizando una solucién de hidrogenofosfato de disodio 1 M. Se mezclé con la solucion resultante
polietilenglicol (peso molecular promedio: 40K; adquirido de NOF Corp) activado con éster de hidroxisuccinimida,
seguido de la reaccion de union durante la noche a 4°C. La solucidn de reaccion se dializé durante la noche a 4°C
frente a una solucion de tampoén acetato 20 mM (pH 4,5) que contenia NaCl 10 mM-Tween 20 al 0,05%. La solucion
dializada se aplicé a una columna de intercambio catiénico Poros HS con 1,7 ml de gel (fabricada por Applied
Biosystems) o SP-5PW (Tosoh). Se realiz6 la elucion mediante el incremento de la proporcién del disolvente B
(solucion de tamp6n acetato 20 mM (pH 4,5 a 4,7) que contenia NaCl 1 M) mezclado con disolvente A (solucion de
tampon acetato 20 mM (pH 4,5 a 4,7) que contenia NaCl 10 mM). De manera especifica, la elucién se realizé
mediante un incremento por etapas de la proporcion del disolvente B hasta el 30, 40, 50 y 100% en la columna
Poros HS y mediante la utilizacion de un gradiente continuo del 0 al 100% en la columna SP-5PW. En la figura 1 se
muestra un cromatograma de absorbancia obtenido mediante la elucion con la columna Poros HS. Los componentes
en el cromatograma de absorbancia eluidos mediante el incremento por etapas de la proporcidon de disolvente B
hasta el 30, 40, 50 y 100% se designan como los picos 1 a 4 (en el dibujo, (i) a (iv)), respectivamente.

En la figura 2 se muestra el resultado de analizar cada componente de los picos (1 a 4) mediante tincién con plata
después de una separacion con SDS-PAGE. El complejo de interferén B deseado que tiene PEG con un peso
molecular de 40K unido al residuo de lisina localizado en la posicion 19 se pudo obtener en el pico 2. Los isbmeros
menores de sitios unidos a PEG que no se pudieron controlar de forma completa mediante reaccion se pudieron
separar como subproductos, los cuales incluyen un complejo de interferon 3 que tiene PEG unido al residuo de lisina
localizado en la posicion 33 (en el pico 3) y un complejo de interferon  que tiene PEG unido al grupo amino
N-terminal o a un residuo de lisina localizado en las posiciones 108 6 134 (en el pico 4). El interferén B no
reaccionado y el interferon 3 diPEGilado se pudieron separar en los picos 4 y 1, respectivamente.

En la figura 3 se muestra un cromatograma de absorbancia obtenido mediante la elucién con la columna SP-5PW.
La columna SP-5PW era capaz de una separacion similar a la separacion con la columna Poros HS. El complejo de
interferon 3 deseado que tiene PEG con un peso molecular de 40K unido al residuo de lisina localizado en la
posicién 19 justifica, como el pico 2, aproximadamente el 65% de la cantidad total de proteinas (su proporcion era
del 65% 0 mas con respecto a todos los complejos PEGilados, a excepcién del interferon 3 no reaccionado).
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[Ejemplo 3]
Confirmacion del sitio unido a polietilenglicol del interferén 3 recombinante:

Cada fraccion de los picos separada con la columna SP-5PW en el ejemplo 2 se desald y concentré con un cartucho
de extraccion en fase sdlida (OASIS HLB; Waters) y, a continuacion, se desec6 con un evaporador centrifugo. El
producto resultante se disolvio en una solucion de tamp6n Tris (pH 9) que contenia guanidina 6 mol/l, seguido de la
reduccion de Cys con ditiotreitol y la carboxiamidometilacion con yodoacetamida. Después de la adicion de lisil
endopeptidasa, la mezcla resultante se incubé a 37°C durante 5 horas para realizar una digestion especifica de la
estructura. La reaccion enzimatica se termind con acido acético para producir una muestra pretratada para el
analisis.

Esta muestra se sometio a un analisis por HPLC de fase inversa bajo las siguientes condiciones: columna: Cadenza
CD-C (184,6 x 150); longitud de onda de deteccion: 214 nm (UV); temperatura de la columna: 40C; caudal: 0,8
ml/min; fase movil A: &cido acético/TFA/agua destilada (1/0,2/1000); fase movil B: acido
acético/TFA/acetonitrilo/agua destilada (0,9/0,2/800/200); gradiente: 5% a 70% de fase mévil B en 80 minutos,
seguido de 70% a 100% de fase movil B en 5 minutos; y ciclo de analisis: 120 minutos.

En las figuras 4 y 5 (pre) se muestran los picos (K1 a K12) en el cromatograma de HPLC correspondientes a los
fragmentos de digestion con la lisil endopeptidasa del interferdn 3 antes de la reaccion de unién PEG. Las flechas en
la figura 4 indican los sitios de escision con la lisil endopeptidasa. Los fragmentos peptidicos generados mediante
escision se designaron como K1 a K12. Los simbolos K1 a K12 en la figura 5 corresponden a los fragmentos
peptidicos K1 a K12 en la figura 4, respectivamente. En cambio, tal como se muestra en la figura 5-2 (en el dibujo,
(ii); en lo sucesivo especificado de la misma manera), en el mapa peptidico del pico 2 se observé una disminucién
destacable de los fragmentos peptidicos K1 y K2. Esto es probablemente debido a que la introduccion de PEG en el
grupo amino en la cadena lateral de la lisina localizada en la posicién 19 permitia a este sitio evitar la digestion con
la lisil endopeptidasa, dando lugar a la no generacion de los fragmentos peptidicos K1 y K2. A partir de este
resultado, se estimo que el sitio en el que se introducia el PEG era la lisina localizada en la posicién 19.

El mapa peptidico del pico 3 produjo el resultado mostrado en la figura 5-3, en el que se observé la ausencia
destacable del fragmento peptidico K2. Esto es probablemente debido a que la introducciéon de PEG en el grupo
amino en la cadena lateral de la lisina localizada en la posicién 33 permitia a este sitio evitar la digestion con la lisil
endopeptidasa, dando lugar a la no generacion del fragmento peptidico K2. A partir de este resultado, se estimo6 que
el sitio principal en el que se introducia el PEG era la lisina 33.

Debido a que se observé una disminucion en el fragmento peptidico K1 en el pico 4 tal como se muestra en la figura
5-4, se estimo6 la presencia de un conjugado N-terminal. Ademas, disminuyé una mitad el fragmento peptidico K10,
sugiriendo que probablemente contenia un isémero con Lys134 o Lys123.

A continuacion, se sometid a un analisis de la secuencia de aminoacidos un fragmento del conjugado PEG-péptido
que aparecia como un pico alrededor del minuto 75 en el andlisis de picos mediante HPLC de fase inversa. Este
resultado e informacion obtenidos a partir del mapa peptidico demostraron que el pico 2, un producto principal de la
reaccion, es el complejo deseado que tiene PEG unido a la lisina localizada en la posicion 19. Como subproductos
minoritarios se separaron en los picos 3y 4, respectivamente, un isomero posicional que tiene PEG unido a la lisina
localizada en la posicion 33 y un isémero posicional que tiene PEG unido a la lisina localizada en las posiciones 134
0 108 0 en el extremo N-terminal

[Ejemplo 4]

Medicién de la actividad restante del complejo de interferén B que tiene PEG con un peso molecular de 40K o 20K
unido de manera selectiva al residuo de lisina localizado en la posicién 19:

Se sintetizd, aislo y purific6 mediante el procedimiento del ejemplo 2, un complejo de interferon 3 humano
recombinante que tenia PEG con un peso molecular de 40K o 20K unido de manera selectiva al residuo de lisina
localizado en la posicion 19, seguido de la comparacion de la actividad con el interferén 3 humano recombinante
antes de la union a PEG. La comparacion de la actividad del interferén 3 se realizdé midiendo la actividad antiviral. De
manera especifica, la valoracion se realizé mediante un bioensayo utilizando células FL de amniocitos humanos en
combinacién con el virus sindbis o el virus de la estomatitis vesicular (VSV) (Armstrong, J. A., Methods In
Enzymology, 78, 381-387, (1981)).

Como resultado, la actividad del interferon B humano recombinante antes de la union a PEG fue de 1,22x10°
MIU/mg, mientras que el conjugado que tenia PEG de 40K presentaba una actividad antiviral de 5,5x10" MIU/mg y
un valor de actividad restante, como maximo, del 45%. La actividad restante del conjugado que tenia PEG de 20K
medida de la misma manera fue del 38,7%.
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[Ejemplo 5]

Analisis farmacocinético del complejo de interfer6n  que tenia PEG con un peso molecular de 40K unido de manera
selectiva al residuo de lisina localizado en la posicion 19 y evaluacion de su actividad de induccién del marcador
farmacodindmico:

Se sintetizd, aislo y purifico mediante el procedimiento del ejemplo 2, un complejo de interferon 3 humano
recombinante que tenia PEG con un peso molecular de 40K unido de manera selectiva al residuo de lisina localizado
en la posicion 19. Se administré el complejo de interferon f a 9 MIU/kg a un conejo (NZW, macho). Se recogid
sangre del conejo antes de la administracion y después de 15 minutos, 1,5 horas, 3,5 horas, 8 horas, 1 dia, 2 dias, 3
dias, 4 dias, 5 dias, 6 dias y 7 dias de la administracion para medir la actividad antiviral en plasma y la actividad de
la 2-5A sintetasa en la sangre completa. La actividad antiviral se midi6 mediante el procedimiento descrito en el
ejemplo 1, mientras que la actividad de la 2-5A sintetasa se midié utilizando el kit 2-5A "Eiken" (Eiken Chemical)
segun el protocolo especificado. La evolucion con el tiempo de la actividad restante del interferon 3 en sangre
basado en la medicion de la actividad antiviral se muestra en forma de grafico en la figura 6. La evolucién con el
tiempo de la actividad de 2-5A sintetasa que se usa como marcador farmacodindmico se muestra en forma de
grafico en la figura 7. La unién de PEG que tenia un peso molecular de 40K dio lugar a un incremento de 20,8 veces
en la actividad restante (AUC) del interferon 3 en sangre. Este incremento condujo a un aumento en la actividad de
induccion del marcador farmacodinamico (se incremento la AUC en 7,6 veces por la union de PEG y supero el valor
mas elevado de la induccién del marcador farmacodinamico por el interferon 3 no modificado incluso después de 7
dias después de la administracién).

[Ejemplo 6]

Separacion y purificacién del complejo de interferon 3 que tiene polietilenglicol unido al grupo amino de la lisina
localizada en la posicion 134:

Se complementé una solucién de reaccion de la unién entre el interfer6n B humano recombinante y el PEG obtenida
de la misma manera que el ejemplo 2 con un volumen de 5 veces de una solucién de tampo6n acetato 10 mM (pH
4,5) y se aplicé a una columna de intercambio catiénico (TOYOPEARL CM 650 (S) (Tosoh)) equilibrada con la
misma solucién tampon.

Se eluyeron las proteinas con la misma solucion tampédn que contenia cloruro de sodio 1M mediante el incremento
de la proporcién de la solucién tampdn mezclada a partir del 0 al 65% en un gradiente continuo y, a continuacion, se
fracciond. Las fracciones eluidas se analizaron mediante SDS-PAGE y con una columna SP-5PW (Tosoh). Los
resultados respectivos se muestran en las figuras 8-A 'y 8-B.

Como resultado, se obtuvieron tres picos como en el ejemplo 2. Sin embargo, cuando la fraccion contenida en el
tercer pico (pico (iii) en la figura 8-A) se analizd por separado con la columna SP-5PW, se observo que la fraccion
estaba separada adicionalmente en varios componentes (figura 8-B). Entre estos componentes, se analizd, de la
misma manera que en el ejemplo 3, la fraccion que contenia un pico (flecha en la figura 8-B) que constituia el
porcentaje mas elevado del tercer pico y se eluy6 el dltimo. Como resultado, se aislé de la misma un complejo de
IFN-B que tenia PEG unido a la lisina localizada en la posicion 134.

[Ejemplo 7]

Comparacion de la actividad entre el complejo de PEG e interferén [3 obtenido mediante la reacciéon de unién no
selectiva de PEG a lisina y el complejo de PEG e interferdn 3 obtenido mediante la reaccion de union selectiva de los
mismos:

Se afiadié etilenglicol a la concentracion final del 20% a interferon 3 humano recombinante o interferén natural
almacenado en una solucidn de cloruro de sodio 0,5 M y tamp6n acetato 100 mM (pH 5,0), seguido del ajuste del pH
hasta 5,5 (condicion de reaccion 1) o hasta aproximadamente 7,6 (condicion de reaccién 2) utilizando una solucion
de hidrogenofosfato de disodio 1 M, del mismo modo que en el ejemplo 2. Se mezclé polietilenglicol (peso molecular
promedio: 10K, 20K o 40K; fabricado por Shearwater Polymers, INC y adquirido de NOF Corp) activado con éster de
hidroxisuccinimida en una cantidad de 45 veces en relacion con una molécula de interferon B con la solucion
resultante, seguido de la reacciéon de unién durante la noche a 4°C.

Al mismo tiempo, se afiadi6 SDS a la concentracion final del 0,1% a una solucién de interferébn 3 humano
recombinante o interferén (3 natural, seguido del ajuste del pH de la solucién de reaccion hasta 9,0 (condicion de
reaccion 3). Se mezclo polietilenglicol (peso molecular promedio: 10K, 20K o 40K) activado con éster de
hidroxisuccinimida en una cantidad de 45 veces en relacion con una molécula de interferon B con la solucion
resultante, seguido de la reaccidon de unién durante la noche a 4°C.

Se evalud la actividad del interfer6n  en cada una de las soluciones después de la reaccion mediante el mismo
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procedimiento de medicion de la actividad antiviral que en el ejemplo 4. La progresién de la reaccion de union en
cada una de las soluciones se confirmé mediante SDS-PAGE.

Tal como se muestra en la tabla 2, la actividad del interferon  disminuyé hasta el 10% o menos independientemente
del peso molecular de PEG en la condicion de reaccion 3 que no aseguraba la selectividad de union de PEG a lisina.
Por otro lado, se confirmd que se mantenia, como minimo, el 10% o superior de la actividad del interferén 3
independientemente del peso molecular de PEG en las condiciones de reaccion 1 y 2 que aumentaban la
selectividad de union de PEG a la lisina localizada en las posiciones 19 6 134.

[Tabla 2]

Tipo de IFN3 | IFN B natural (unido a cadenas de azlicares) IFN (3 recombinante de E. coli

Peso 40K 20K 10K 40K 20K 10K
molecular de
PEG

Condicién de 100% 86% 94% 94% 54% 61,9%
reaccion 1
Condiciéon de 54% 29% 15% 48% 21% 22%
reaccion 2
Condicién de 1% 2% 1% 2,8% 0,7% 1,5%
reaccion 3

[Ejemplo 8]

Comparacion de la actividad entre el complejo de interferon 3 PEGilado de manera miltiple de forma no selectiva
con 2 o mas moléculas de PEG y el complejo de interferon 3 monoPEGilado con PEG unido de manera selectiva a la
lisina localizada en las posiciones 19 6 134:

Después de la reaccion de union de PEG de la misma manera que en el ejemplo 6, se separaron con una columna
TOYOPEARL CM 650 (S) (Tosoh) una fraccion que contenia un complejo de interferon B PEGilado de manera
multiple de forma no selectiva con 2 0 mas moléculas de PEG y una fraccidon que contenia un complejo de interferén
3 monoPEGilado con PEG unido de manera selectiva a la lisina localizada en las posiciones 19 6 134 para medir sus
actividades del interferén B mediante el procedimiento de medicion de la actividad antiviral descrita en el ejemplo 4.
Como resultado, tal como se muestra en la figura 9, el complejo de interferén B PEGilado de manera mudltiple de
forma no selectiva con 2 o0 mas moléculas de PEG mantuvo solamente aproximadamente el 1% de la actividad,
mientras que el complejo de interferon 3 monoPEGilado con PEG de 40K unido de manera selectiva a la lisina
localizada en las posiciones 19 6 134 mantuvo el 10% o mas de la actividad.

[Ejemplo 9]

Comparacion de la retencién en sangre entre el complejo de IFN-f3 unido con PEG con un peso molecular de 20.000
y el complejo de IFN-B unido con PEG con un peso molecular de 40.000:

Se marcaron IFN-f3 unido con PEG con un peso molecular de 20.000 6 40.000 e IFN- no PEGilado con 1251 y se
administraron por via intravenosa a un conejo. Se recogio sangre del conejo de manera cronoldgica hasta 6 dias. Se
midio la cantidad de cada interferdn  restante en sangre midiendo la radioactividad con un contador y. La evolucion
con el tiempo de cada interferén B restante en sangre se muestra en la figura 10 con una radioactividad en el
momento de la administracion del 100%. La integral de la cantidad de interferén (3 restante en sangre para el IFN-3
unido con PEG con un peso molecular de 40.000 hasta 6 dias produjo un incremento 5,5 veces mayor que el del
IFN-B no PEGilado. La integral de la cantidad de interferon  restante en sangre para el IFN-B unido con PEG con un
peso molecular de 20.000 se quedd en un incremento 1,5 veces mayor que el del IFN-B no PEGilado. Este resultado
demostré que es importante para la retencién del complejo de IFN-B en sangre unir a IFN- un PEG con un peso
molecular de 20.000 o superior, manteniendo la actividad.

Todas las publicaciones, patentes y solicitudes de patente citadas en el presente documento se incorporan en el
mismo por referencia en su totalidad.

Aplicacion industrial

Segln la presente invencion, el polietilenglicol se puede unir de manera especifica a la lisina localizada en las
posiciones 19 6 134 en la secuencia de aminoacidos del interferon 3. Un complejo de interferén 3 producido
mediante el procedimiento de la presente invencién mantiene una actividad elevada, teniendo a la vez una
solubilidad y estabilidad fisica y biolégica suficientes, asi como unos valores excelentes de vida media circulatoria y
depuracion, en los organismos vivos. De este modo, el complejo de interferén 3 de la presente invencion produce
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menos efectos secundarios y es Util como farmaco muy eficaz.
LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Toray Industries Inc.

<120> Complejo de interferén beta

<130> PH-2231-PCT

<140>
<141>

<150> JP2003-299850
<151> 2003-08-25

<160> 1
<170> Patentin Ver. 2.1

<210> 1

<211> 166

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<223> Inventor: Narumi, Hideki
Inventor: Tsushima, Yoshiaki
Inventor: Yamashita, Koji
Inventor: Sone, Saburou
Inventor: Sato, Miyuki

<400> 1

MeE Ser Tyr Asn Leg Leu Gly Phe Leu G18 Arg Ser Ser

Cys GIn Lys Leu Leu Trp Gln Leu Asn Gly Arg Leu Glu
20 25

Lys Asp Arg Met Asn Phe Asp Ile Pro Glu Glu Ile Lys
35 40 45

GIn Phe GIn Lys Glu Asp Ala Ala Leu Thr ITe Tyr Glu
50 55 60

Asn Ile Phe Ala Ile Phe Arg GIn Asp Ser Ser Ser Thr
65 70 75

Glu Thr Ile val Glu Asn Leu Leu Ala Asn val Tyr His
85 90

His Leu Lys Thr val Leu Glu Glu Lys Leu Glu Lys Glu
100 105

Arg Gly Lys Leu Met Ser Ser Leu His Leu Lys Arg Tyr
115 120 125

Ile Leu His Tyr Leu Lys Ala Lys Glu Tyr Ser His Cys
130 135 140

ITle val Arg val Glu Ile Leu Arg Asn Phe Tyr Phe Ile
145 150 155

Thr Gly Tyr Leu Arg Asn

12

Asn
Tyr

30
Gln
Met
Gly
Gln
Asp
110
Tyr

Ala

Asn

Phe

15
Cys
Leu
Leu
Trp
Ile

95
Phe
Gly

Trp

Arg

Gln
Asn

80
Asn
Thr
Arg

Thr

Leu
160
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para producir un complejo de interfer6n 3 gue tiene un polietilenglicol unido de manera especifica y
covalente a un residuo de lisina en las posiciones 19 6 134 en la secuencia de aminoacidos del interferén B o en la
correspondiente posicion a las mismas en una secuencia de aminoacidos de un mutante del interferéon 3, que
comprende: unir de manera especifica y covalente polietilenglicol, gue tiene un peso molecular de 10.000 o superior
y esté activado con un grupo funcional reactivo con un grupo amino, a un residuo de lisina del interferén 3 segun la
SEQ ID NO: 1 o un mutante del interferén 3 segiin la SEQ ID NO: 1 que presenta una delecién, sustitucion o adicion
de uno o varios aminoacidos, en presencia, como minimo, de un aditivo a una concentracion del 1-50% en peso
seleccionado del grupo que comprende oligosacaridos que tienen 5 o menos unidades de azlGcar, monosacaridos,
sus correspondientes alcoholes de azucares y alcoholes polihidricos Cz.6, a pH 5,0-8,5; y_extraer, después de la
reaccion de unién, el interferén 3 no reaccionado, el polietilnglicol y los subproductos mediante la utilizacién de un
portador de intercambio i6nico para purificar y concentrar el complejo de interferén 3 que tiene polietilenglicol unido
de manera especifica y covalente a un residuo de lisina en las posiciones 19 6 134 en la secuencia de aminoacidos
del interferén B o0 en la correspondiente posicidén a las mismas en una secuencia de aminoacidos de un mutante del
interferén B, en el gue el complejo interferén B mantiene una actividad del 10% o superior de la actividad antiviral del
interferén B que no se ha unido a un polietilenglicol, cuando la actividad antiviral del interfer6n 3 se determina
mediante un bioensayo utilizando células FL de amniocitos humanos vy el virus sindbis o el virus de la estomatitis
vesicular combinados.

2. Procedimiento, segun la reivindicacion 1, en el que el aditivo se selecciona del grupo que comprende disacaridos,
monosacdéridos, sus correspondientes alcoholes de azlcares y alcoholes polihidricos C.s.

3. Procedimiento, segun la reivindicacion 1 6 2, en el que el aditivo se selecciona del grupo que comprende glucosa,
manitol, sorbitol, sacarosa, trehalosa, etilenglicol y glicerol.

4. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que el interferon  es natural o es interferon 3
recombinante.

5. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el polietilenglicol tiene un peso molecular
de 10.000 a 60.000.

6. Procedimiento, segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en el que el grupo funcional reactivo con un grupo
amino tiene una estructura de éster de hidroxisuccinimida o de éster de sulfonato de nitrobenceno.

7. Complejo de interferén 3, en el que el polietilenglicol que tiene un peso molecular de 10.000 o superior esta unido
de manera especifica y covalente a un residuo de lisina en las posiciones 19 6 134 en la secuencia de aminoacidos
del interferon B segun la SEQ ID NO: 1 o en la correspondiente posicion a las mismas en una secuencia de
aminoacidos de un mutante del interferén 3 segin la SEQ ID NO: 1, que presenta una delecién, sustitucion o adicién
de uno o varios aminoéacidos, en el que el complejo interferén B mantiene una actividad del 10% o superior de la
actividad antiviral del interferon 3 que no se ha unido a un polietilenglicol, cuando la actividad antiviral del interferén 3
se determina mediante un bioensayo utilizando células FL de amniocitos humanos y el virus sindbis o el virus de la
estomatitis vesicular combinados.

8. Complejo de interferon B, segun la reivindicacion 7, en el que el interferébn B es natural o es interferon 3
recombinante.

9. Complejo de interferdn (3, segun la reivindicacion 7 u 8, en el que el polietilenglicol tiene un peso molecular de
10.000 a 60.000.

10. Composicion farmacéutica que comprende un complejo de interferdn 3, segin cualquiera de las reivindicaciones
7 a9, y un portador farmacéuticamente aceptable.
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Fig. 4
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Fig. 7
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Fig. 8
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Fig. 10
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