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DESCRIPCION
Una composicion farmacéutica que comprende PCMV-VEGF 165 para la estimulacion de angiogénesis

Campo de la invencién

Un objeto de la presente divulgacion concierne a la biotecnologia, en concreto, a una cepa productora de ADN del
plasmido, la composicién farmacéutica correspondiente, que es capaz de inducir el crecimiento de los vasos
sanguineos (vascularizacion) en el lugar de la inyeccién y su aplicacion en terapias complejas para la isquemia de
extremidad inferior aterosclerética, asi como en el tratamiento de heridas y Ulceras de diversos origenes, y un
procedimiento para el almacenamiento de ADN del plasmido purificado.

Explicacion de los antecedentes

La genoterapia con ADN del plasmido desnudo para el tratamiento de enfermedad o vacunacion contra patdgenos o
antigenos de células tumorales permite el desarrollo de formas de dosificacion acabadas de ADN terapéutico que se
pueden almacenar, transportar y que los especialistas pueden utilizar en condiciones desfavorables, y en particular a
temperaturas positivas o en ascenso. La estabilidad fisica y quimica del ADN del plasmido almacenado se define
significativamente por la composicion de los excipientes, su concentracion y/o el contenido de la forma de
dosificacion acabada y/o las condiciones de almacenamiento (Schleef M., Schmidt T., Animal-free production of ccc-
supercoiled plasmids for research ADN clinical applications, J. Gene Med., 6 Suppl 1:5S45-53 (2004)). El proceso
principal que afecta a una forma farmacéuticamente activa del ADN del plasmido almacenado es la degradacion de
la cadena de ADN que conduce a la formacion de ADN del plasmido ciclico relajado y, seguidamente, una forma
lineal de doble cadena. Se sabe que cuando una solucién de ADN del plasmido congelada se almacena a una
temperatura por debajo de menos 80 °C, la degradacion de la forma ADN superenrollado es practicamente
imperceptible (Walther W., Stein U., Voss C., Schmidt T., Schleef M., Schlag P. M., Stability analysis for long-term
storage of naked DNA: impact on non viral in vivo gene transfer, Anal Biochem., 318(2):230-5 (2003)). Dicho
procedimiento de almacenamiento del ADN del plasmido no se puede utilizar de manera generalizada en la practica
clinica y, en la mayoria de los casos, los centros sanitarios y las farmacias no cuentan con el equipo de refrigeracion
necesario. Resulta bastante dificil transportar formas de dosificacion acabadas y mantener una temperatura tan baja
del producto. La seleccion de composiciones y concentraciones de excipientes apropiadas puede tener como
resultado una solucién de ADN del plasmido que sea estable durante 12 meses si se almacena a 4 °C o durante tres
afios si es almacena a 20 °C (Przybylowski M., Bartido S., Borquez-Ojeda O., Sadelain M., Riviere I., Production of
clinical-grade plasmid DNA for human Phase | clinical trials ADN large animal clinical studies, Vaccine, 25(27):5013-
24 (2007)).

El procedimiento que prevalece sobre todo para el desarrollo de formas de dosificacion mas estables es la
liofilizacion. Por regla general, las formas de dosificacion liofilizadas son estables a 4 °C durante varios afios y, en
algunos casos, se puede almacenar un producto a temperatura ambiente durante varios meses o incluso dos afios.
La liofilizacién también permite cambiar la concentracion del principio activo, pudiéndose cargar viales con una
pequefia cantidad de solucién controlada y pudiéndose aumentar el volumen hasta el nivel necesario para la
disolucion del producto. Es posible recurrir a la liofilizacion de soluciones hipoténicas y la posterior disolucion del
liofilizado con una solucién salina o una solucién con osmolalidad normal (Anchordoquy T. J., Armstrong T. K.,
Molina M. C., Low molecular weight dextrans stabilize nonviral vectors during lyophilization at low osmolalities:
concentrating suspensions by rehydration to reduced volumes, J Pharm Sci., 94(6):1226-36 (2005)).

Normalmente, la liofilizacion de soluciones de ADN plasmidico aumenta la estabilidad del producto para el posterior
almacenamiento, pero los procedimientos de congelacion y sublimacion al vacio pueden dafar significativamente la
estructura superenrollada del ADN del plasmido (Anchordoquy T. J., Armstrong T. K., Molina M. C., Allison S. D.,
Zhang Y., Patel M. M., y col., Physical stabilization of plasmid DNA-based therapeutics during freezing ADN drying,
In: Costantino HR, Pikal M.J., editors. Lyophilisation of biopharmaceuticals, AAPS press; pp. 605-41 (2004)). En
particular, la liofilizacion de ADN desde una solucidon acuosa congelada que no contiene excipientes causa la
eliminacion de las moléculas de agua coordinadas, es decir, una envoltura hidratada de la molécula de ADN con el
resultado de la pérdida de la integridad estructural de la molécula de ADN (Poxon S. W., Hughes J. A., The effect of
lyophilization on plasmid DNA activity, Pharm Dev Technol.,, 5(1):115-22 (2005)). Las consecuencias de la
conformacion dafiada de una molécula de ADN, que incluyen la degradacién de los enlaces complementarios entre
las bases de nitrogeno y la degradacion parcial del apilamiento puede tener como resultado eventos no deseados,
es decir, una disminucién de la actividad biolégica del ADN del plasmido de hasta un 25% con respecto a la
actividad original (Anchordoquy T. J., Armstrong T. K., Molina M. C., Low molecular weight dextrans stabilize nonviral
vectors during lyophilization at low osmolalities: concentrating suspensions by rehydration to reduced volumes, J
Pharm Sci., 94(6):1226-36 (2005)). Se sabe que es posible compensar la pérdida de las moléculas de agua
coordinadas eliminadas por sublimacidon mediante la adicién de sustancias hidréfilas no volatiles, tales como
azucares y polioles a la solucion liofilizada (Maitani Y., Aso Y., Yamada A., Yoshioka S,. Effect of sugars on storage
stability of lyophilized liposome/DNA complexes with high transfection efficiency, Int J Pharm., 356(1-2):69-75
(2008)). En una gran parte de los procedimientos conocidos en el campo de la estabilizacion de ADN por liofilizacién
se utilizan liposomas liofilizados que contienen ADN (patente EE.UU. 7.323.297), y por tanto, la susceptibilidad de
aplicacion de las soluciones conocidas para una soluciéon que contiene ADN del plasmido desnudo es cuestionable.
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En el estudio de Quaak S., Haanen J., Beijnen J., y Nuijen B., Naked Plasmid DNA Formulation: Effect of Different
Disaccharides on Stability after Lyophilisation, AAPS PharmSciTech, Vol. 11, No. 1 (March 2010)), se examine el
efecto de diversos polisacaridos en la liofilizacion de ADN del plasmido y se establecié que la sacarosa, que se
utiliza con ADN en una relacién de masa de 20:1, proporciondé la forma de dosificacion mas estable para el
almacenamiento. El estudio no considero el efecto del pH y la solucion salina en la estabilidad del ADN del plasmido,
ni estudié composiciones de soluciones de ADN isoténicas a concentraciones por debajo de 5 mg/ml ni estudio
monosocaridos como posibles candidatos potenciales para su uso en la obtencién de preparaciones
macromoleculares liofilizadas estables.

Sumario
La invencion queda definida con las reivindicaciones.

Un objeto de la presente divulgacion concierne a una cepa productora de ADN del plasmido y a una composicion
farmacéutica fisioldgicamente viable que proporciona estabilidad a la forma de dosificacion acabada del ADN del
plasmido durante un periodo de tiempo prolongado y que se puede utilizar para genoterapia.

Una cepa productora de ADN del plasmido Esherichia coli es la cepa TOP10/pCMV-VEGF165, que comprende el
plasmido pCMV-VEGF165 y produce ADN superenrollado del plasmido pCMV-VEGF165 cuando se cultiva en un
medio, habiéndose depositado la cepa en la Russian Collection of Agricultural Microorganisms en el All-Russia
Research Institute for Agricultural Microbiology RCAM ARRIAM RAAS con el nimero de acceso 517.

Una composicion farmacéutica comprende una preparacién del ADN del plasmido purificado que codifica un factor
de crecimiento del endotelio vascular bajo el control de elementos genéticos funcionales que proporcionan expresion
genética en células humanas, y una cantidad efectiva de al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable para
proporcionar una solucién isoténica, siendo el al menos un excipiente farmacéuticamente aceptable al menos un
crioprotector que es un vehiculo, un estabilizador del pH o una combinacién de los mismos, estando comprendida la
concentracion del ADN del plasmido purificado entre 0,1 y 10 mg/ml, y oscilando el pH de la composicion entre 7,0 y
9,0. La composicion se podria utilizar para la induccion del crecimiento del tejido vascular de la sangre.

Otro objeto es un procedimiento de almacenamiento del ADN del plasmido purificado que codifica el factor de
crecimiento del endotelio vascular (VEGF) que comprende la adicion de una solucion de al menos un crioprotector al
ADN del plasmido purificado, obteniendo en virtud de ello una solucién isoténica, a continuacion, la liofilizacion de la
solucion isotonica y el almacenamiento del liofilizado a una temperatura comprendida entre +2 °C y +8 °C, siendo la
concentracion del ADN del plasmido purificado antes de la liofilizacion de 0,1 a 10 mg/ml, y siendo el pH de la
solucién isoténica de 7,0 a 9,0.

La composicién farmacéutica se puede utilizar para la preparacion de una solucién para inyecciones que tienen por
objeto la administracion intramuscular, intravenosa o intraarterial, subcutanea e intradérmica. Se puede utilizar para
administracion cutanea en forma de gel para implantarla sobre un vehiculo reabsorbible o no reabsorbible.

La composicion farmacéutica tiene por objeto la preparacion extemporanea de la solucién, o de otro modo, para
administracion instramuscular o cualquier otra administracion endégena a un sujeto (paciente, persona lesionada,
animal) para inducir el desarrollo del tejido de los vasos sanguineos.

La composicion farmacéutica esta indicada terapéuticamente entre otros para afecciones isquémicas de diversa
etiologia, incluyendo una enfermedad cardiaca coronaria, enfermedades arteriales obliterantes cronicas de las
extremidades inferiores, situaciones que requieren procesos de reparacion de tejido para correcciéon por ejemplo
heridas persistentes de importancia (ulceras), incluyendo quemaduras, lesiones locales, incluyendo fracturas y
defectos.

Otro objeto es un procedimiento para la aplicaciéon de la composicion farmacéutica que comprende la aplicacion de
una cantidad efectiva de la composicién farmacéutica para proporcionar un efecto terapéutico dependiendo de la
forma nosoldgica y la indicacion médica a un sujeto humano.

Breve descripcion de los dibujos

Se podra tener una apreciacion mas completa de los modos de realizacion y de muchas de las ventajas que
conlleva, una vez que se comprendan mejor haciendo referencia a la siguiente descripcion detallada cuando se
considere en relacién con los dibujos adjuntos, en los que:

La Figura 1 muestra el mapa de expresion del plasmido pCMV-VEGF165 (la longitud es 4859 pares de bases).
Se utilizan las siguientes abreviaturas: “region de promotor/potenciador temprano de CMV” — una region de
promotor/potenciador de genes tempranos de citomegalovirus; una regiéon de potenciador; “un promotor de CMV”
— una region de promotor de citomegalovirus “caja TATA” — un elemento TATA,; “inicio de la transcripcion” — un
punto del inicio de la transcripcién; “Kozak” — una secuencia Kozak”, “codén de inicio” — el primer codén del
marco de lectura abierto de VEGF165; "VEGF165" — el marco de lectura abierto de polipéptido (ORF) del factor
de crecimiento del endotelio vascular humano 165; "codén de parada"; "pA term SV40 " — una sefial de
poliadenilacién y terminacion de virus SV40; "cebador directo de CMV" — la region de hibridacion del cebador
directo de CMV patron; "cebador M13 directo 20" — la region de hibridacion del cebador M13 directo 20 patrén;
"cebador direct. M13 pUC" — la region de hibridacion del cebador directo patron M13 pUC; "ori pBR322" — la
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region de origen de la replicacién de plasmido pBR322; "origen f1 " — la regidon de origen de la replicacion de
bacteriéfago f1; “promotor AmpR” promotor procariota del gen bla; “NTPII” —neomicin fosfotransferasa; “KanR” —
la secuencia que codifica aminoglicosido-3'-fosfotransferasa que proporciona resistencia bacteriana a
kanamicina. Las flechas muestran las direcciones de la transcripcion génica, los nimeros del primer y ultimo
fragmento de nucledtido aparecen entre paréntesis. Los sitios de reconocimiento para endonucleasas de
restriccion aparecen en cursiva y los nucleétidos en los puntos de corte se dan en entre paréntesis.

La Figura 2 presenta un angiograma de un paciente de 74 afos de edad con isquemia cronica de la extremidad
inferior. Diagndstico: aterosclerosis, fase IIb-1ll de enfermedad oclusiva femoropoplitea bilateral (dolor en reposo).
Valores de admision: indice tobillo-branquial — 0,48 (derecho), 0,32 (izquierdo), presion transcutanea parcial de
oxigeno — 61 mm Hg. El paciente recibia una terapia fisica como parte del tratamiento complejo normal
(dextranos, disgregantes). Valores a 90 dias: distancia de caminata — 130 m; indice tobillo-branquial — 0,5
(derecha), 0,57 (izquierda), presion transcutanea parcial de oxigeno - 78 mm Hg. A, B — angiogramas antes del
tratamiento: tercio superior y central del muslo (A); cafia de la pierna (B); C, D — angiogramas a 90 dias tras la
administracion de Neovasculgen como parte de la terapia compleja: tercio superior y central del muslo (C); cafa
de la pierna (D). Los vasos sanguineos cargados satisfactoriamente se indican con flechas incluyendo los vasos
colaterales en vias de evolucion.

Descripcion detallada

Los materiales, procedimientos y ejemplos son meramente ilustrativos, no pretendiéndose que sean exhaustivos, a
no ser que se especifique de otro modo. EI ADN del plasmido que codifica un factor de crecimiento del endotelio
vascular se puede obtener por ligacion del marco de lectura abierto (ORF) del ADNc VEGF con un vector del
plasmido que proporciona expresion de genes codificados en células humanas, asi como la replicacion del plasmido
en células Esherichia coli. Ejemplos de vectores pueden ser plasmidos pcADN, pCMV-Script y pBK-CMV (fuente:
base de datos electronica en Hypertext Transfer Protocol://addgene.org/vector-database/). Un componente
necesario del vector es un promotor eucariota. A titulo de ejemplo no exhaustivo de promotores se incluyen, pero sin
limitarse sélo a ellos, el promotor/potenciador de citomegalovirus (CMV) temprano, el promotor del factor de
elongacion 1 alfa de traduccion humano (EF1a), promotor de ubiquitina C (Ubc) humana, promotor de virus
vacuolizante de simio (SV40), promotor fosfoglicerato kinasa 1 murina (PGK) y promotor de beta actina humana. Un
grupo de vectores de mas preferencia para la expresion del VEGF esta constituido por vectores adecuados para
células humanas que contienen el promotor de citomegalovirus inmediatamente temprano (en adelante promotor
CMV), un gen de resistencia a antibidtico y una regién para un origen de replicacion que proporciona el nimero de
copias de plasmido moderado o alto que puede ser por ejemplo el origen de replicacion de ColE1, pUC, pBR322, o
p15A. Un grupo de mayor preferencia de vectores incluye un gen que proporciona resistencia a antibiotico
kanamicina que codifica neomicin fosfotransferasa (NPT Il) que permite excluir el uso de antibiéticos del grupo
ampicilina del proceso de generacion de un plasmido. Como vectores para obtener el ADN del plasmido diana, se
podrian utilizar plasmidos que codifican un marco de lectura abierto (ORF) de otros genes. El ADN del plasmido
diana se puede obtener de dichos ADN por eliminacién de una regién ORF de un gen heterélogo con el uso de
endonucleasas de restriccion, aislamiento del fragmento de ADN aceptor y su posterior ligacion con el fragmento de
ADN donador que codifica el ORF del VEGF de ADNc humano. Un ejemplo del plasmido aceptor puede ser el
plasmido pEGFP-N2. Una region del marco de lectura abierto del ADNc VEGF humano se puede seleccionar por
ejemplo de cuatro variantes de corte y empalme que codifican isoformas de VEGF que tienen una longitud de 121,
145, 165, o 189 aminoacidos. Una isoforma de VEGF de mayor preferencia para obtener ADN del plasmido es la
variante de corte y empalme que tiene una longitud de 165 aminoacidos. La region de ORF del ADNc VEGF humano
se puede derivar del ADNc total del tejido humano o sintetizar de los oligonucleétidos que se solapan.

En la parte sintética del ORF del ADNc VEGF humano, se puede reemplazar una parte o todos los codones por
codones degenerados. El fragmento sintético de ADNc puede sustituir la region natural si proporciona un tiempo de
vida de ADNc y una eficacia de la traduccion del gen diana comparables a los del fragmento natural. EI ADNc del
VEGF que se utiliza para obtener un plasmido diana puede contener un polimorfismo conocido (sustitucion de
nucleodtidos aislados) que no cambie la composicion de aminoacidos del polipéptido codificado. El uso de ADNc del
VEGF que contiene dicho polimorfismo no cambia las propiedades del plasmido diana derivado. Un plasmido que
codifica VERGF de mayor preferencia y que tiene por objeto el uso médico es un producto de ligacion del ORF de la
region de VEGF de la isoforma que tiene 165 aminoacidos y el fragmento aceptor del plasmido pBK-CMV.

El ADN del plasmido pCMV-VEGF165, que se describe en la patente rusa RU2297848 tiene una longitud de 4859
pares de base y tiene la secuencia de nucledtidos de SEQ ID NO: 1. En la figura 1, se presenta la estructura del
plasmido pCMV-VEGF165.

El plasmido que tiene 4859 pares de base comprende:

1. La region entre los nucleétidos 1-361, de la secuencia entre los nucledtidos 968-4859 del vector pBKCMV, que
incluye:

1.1. Los elementos que proporcionan expresion del gen diana de células de mamifero: la region del
promotor/potenciador de CMV temprano (nucledtidos 4626 - 355) que incluye la regién potenciadora
(nucledtidos 4684-231) y el promotor de citomegalovirus (nucledtidos 274-355); el elemento-caja TATA
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(nucleodtidos 320-326); el inicio de transcripcion (349); la sefial de poliadenilacion y el terminador de virus
SV40 (nucleodtidos 1306-1531); y

1.2. los elementos que mantienen la presencia del plasmido en células bacterianas, la regién del inicio de la
replicacion de bacteriéfago f1 (nucledtidos 1583-1995); el promotor procariota del gen bla (nucleétidos 2058-
2086); la secuencia que codifica aminoglucosido-3’-fosfotransferasa que proporciona resistencia bacteriana a
kanamicina (nucledtidos 2519-3313); y la regién de la replicacion de plasmido de pBR322 (nucledtidos 3907-
4526);

2. La region entre los nucledtidos 362-967, que incluye la secuencia Kozak (nucleotidos 380-391) que esta
localizada en torno al cododn de inicio del gen diana y proporciona el inicio de la traduccion de ARNm del gen
diana, el marco de lectura abierto del gen que codifica VEGF 165 (nucledtidos 392-964), y el codén de parada
(nucleotidos 965-967).

El plasmido contiene sitios de reconocimiento para endonucleasas de restriccion Ndel (1); BamHI (364); EcoRI
(373); BsrGl (854); Xmal (969); Acc651 (978); Bcll (1307); Narl (2650); ApaLl (4254); y Pcil (4568).

El plasmido consistié en el obtenido mediante la aplicacion de procedimientos de ingenieria genética conocidos,
plasmidos disponibles en el mercado y regiones clonadas de ADNc humano (Sambrook J, Fritsch EF, Maniatis T.
Molecular Cloning. 22 ed. Nueva York, NY: Cold Spring Harbor Laboratory Press; 1989).

Se enumeran los elementos de plasmidos con arreglo a su localizacion. Las posiciones mutuas de los elementos
funcionales son importantes para una actividad plasmidica eficaz.

Como plasmido recombinante, de acuerdo con un objeto de la invencién, se pueden utilizar diversos plasmidos que
contienen el gen que codifica VEGF 165 bajo el control de un promotor eucariota.

Los fragmentos de ADN que codifican los mismos elementos reguladores se pueden obtener por modificacion de la
secuencia de nucleotidos del fragmento de ADN (SEQ ID NO: 1), por ejemplo, con el uso de mutagénesis dirigida a
sitio, en la que se pueden suprimir, insertar o afiadir uno o mas nucleétidos en determinados sitios. Los fragmentos
de ADN modificados, tal como se han mencionado, se pueden obtener aplicando procedimientos conocidos para
generar mutaciones.

Para obtener una cepa productora, se puede insertar (transformar) el ADN del plasmido pCMV-VEGF165 en una
célula bacteriana, preferentemente en una bacteria de Escherichia sp. susceptible de dicha transformacién de
plasmido. La seleccion de las células transformadas no es crucial, ya que los procedimientos y enfoques de
transformacién son conocidos. Si bien puede variar la abundancia y el contenido total del plasmido pPCMVVEGF 165
en la suspension bacteriana dependiendo del tipo de célula y las condiciones de cultivo de los transformantes
obtenidos, el plasmido diana suele estar presente siempre y cuando se logre la transformacion de la célula
receptora.

La transformacion celular con plasmido implica la introduccién del plasmido en una célula aplicando procedimientos
conocidos. Entre los procedimientos de transformacién se incluye por ejemplo el procedimiento descrito en Jac A.
Nickoloff, Electroporation Protocols for Microorganisms (Methods in Molecular Biology) // Humana Press; 12 edicion
(15 de agosto, 1995).

De acuerdo con un modo de realizacion “una célula bacteriana productora del plasmido CMV-VEGF165” incluye una
célula bacteriana que tiene la capacidad de mantener, replicar y acumular el plasmido CMV-VEGF 165 cuando se
cultiva la célula bacteriana en un medio de cultivo. La expresion “célula bacteriana productora del plasmido pCMV-
VEGF 165" significa una célula que es capaz de acumular el plasmido pCMV-VEGF165 a 1 mg/l como minimo (o 1
mg/10° células), y mas preferentemente, a 10 mg/l como minimo. El plasmido pCMV-VEGF165 se acumula en una
célula, preferentemente, en una forma ciclica superenrollada.

Preferentemente, se podrian utilizar las bacterias de Escherichia sp. para la transformacién con el plasmido pCMV-
VEGF165 que codifica el gen VERFR bajo el control del promotor de CMV. El tipo de promotor no esta limitado en
particular y podria ser un promotor activo en los miocitos, los fibroblastos y el endotelio, como por ejemplo SV40 o
EF-1.

El término “bacteria Escherichia" significa que la bacteria incluye la especie Escherichia con arreglo a la clasificacion
conocida en microbiologia. Como ejemplo de microorganismo que pertenece a la especie Escherichia, se puede
mencionar la bacteria E. coli.

La especie de Escherichia que se podria utilizar para la transformacion no esta limitada, describiéndose ejemplos no
exhaustivos de bacterias para la transformacion en el libro de Neidhardt, F.C. y col. (Escherichia coli ADN
Salmonella typhimurium, American Society for Microbiology, Washington D.C., 1208, Tabla 1)

Las cepas receptoras preferibles para la produccion de plasmido pCMV-VEGF165 son cepas E.coli derivadas de la
cepa no patégena K12 que contiene un gen inactivado recA1 del sistema de reparacion de ADN, asi como un gen
inactivado de endonucleasa endA1. Entre los ejemplos de dichas cepas se incluyen DH5alpha, DH10B, XL-1Blue, y
TOP10.
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Entre los ejemplos de cepa receptora para la produccién del plasmido pCMV-VEGF165 se incluye, sin limitarse sélo
a ella, Escherichia coli TOP10. La cepa Escherichia coli TOP10 se caracteriza por los signos morfolégicos,
fisioldgicos y bioquimicos de cultivo, asi como por los rasgos genéticos que se describen a continuacion.

La cepa Escherichia coli TOP10/pCMV-VEGF165 ha sido depositada en la Russian Collection of Agricultural
Microorganisms en el All-Russia Research Institute for Agricultural Microbiology RCAM ARRIAM RAAS (ARRIAM, 3
Podbelsky chausse, San Petersburgo, Pushkin 8, 196608, RU), el 24 de febrero de 2009, y se le ha concedido el
numero de acceso 517.

Particularidades morfolégicas de cultivo de Escherichia coli TOP10: son bacilos gram negativos que forman hebras;
en un medio agar — forma colonias de bordes uniformes moderados, convexos, semi-transparentes, lucidos. La cepa
se almacena en el medio Luria-Bertrani que contiene glucosa al 1% y glicerol al 10%. La cepa se cultiva en el medio
Luria Bertrani.

Las particularidades genéticas de la cepa Escherichia coli TOP10 son: genotipo de la cepa - A(araA-leu)7697,
[araD139]B/r, 55A(codB-lacl)3, $80dlacZ58(M15), galKO, mcrAQ, galU-, recA1, endA1, nupG-, rpsL-(strR), A(mcrC-
mrr)715.

La transformacion de la cepa Escherichia coli TOP10 con el plasmido pCMV-VEGF165 tiene como resultado la
produccién de la cepa productora TOP10/pCMV-VEGF165 que proporciona la biosintesis del plasmido pCMV-
VEGF 165 en la cantidad de 5-20 mg/l, cuando se cultiva en matraces con agitacion durante 12-20 horas en el medio
Luria Bertrani con la adicion de hasta 30 yg/ml de kanamicina, estando al menos un 70% del plasmido pCMV-
VEGF 165 presente en forma superenrollada.

Un procedimiento para la preparacion del plasmido pCMV-VEGF165 altamente purificado incluye el cultivo de las
bacterias antes mencionadas en un medio de cultivo adecuado para el crecimiento de las células procariotas
transformadas; la seleccion de biomasa celular; la resuspensién de las células; la realizacion de lisis alcalina de las
células; la renaturalizacion selectiva del ADN del plasmido con una solucién acida; la separacion del sedimento
precipitado, la concentracion por ultrafiltracion; la separacion de las impurezas extrafias y ARN por filtracion con gel
en una solucion que tiene una alta concentracion de sal (p.ej. salina), la separacion de ADN gendmico residual,
endotoxina e impurezas relacionadas por cromatografia de afinidad (tiofilica); la purificacion final por cromatografia
de intercambio anidnico y posterior concentracion; y desalacion de la solucion del plasmido purificado pCMV-
VEGF 165 con ultrafiltracion/diafiltracion.

La preparacién derivada del plasmido pCMV-VEGF165, que es adecuada para la posterior produccién de una
composicion farmacéutica y una forma de dosificacion acabada, se caracteriza por las siguientes propiedades:

1) Proporcién de impurezas relacionadas (formas ciclica relajada y lineal del plasmido) — no superior a 5% (en
adelante —la proporcion de la concentracion del principio activo).

2) Proporcién de ADN gendmico de E.coli — no mas de 1%.

3) Proporcion de ARN — no mas de 1 %.

4) Proporcion del total de proteinas — no mas de 0,1%.

5) Contenido en endotoxina — no mas de 50 EU/1 mg del principio activo.

Se puede preparar una solucién del ADN del plasmido pCMV-VEGF165 adecuada para la posterior produccion de
una composicion farmacéutica y una forma de dosificacion acabada aplicando otros procedimientos conocidos para
el aislamiento y purificacion de ADN, por ejemplo, aplicando un procedimiento de lisis térmica de bacterias en
presencia de un detergente, un procedimiento de precipitacion de ARN selectivo con cloruro de calcio, un
procedimiento para la separacion de las formas relajada y superenrollada del plasmido con elucion en gradiente y
otros procedimientos descritos, p.ej. en D.M.F. Prazeres, "Plasmid Biopharmaceuticals: Basics, Applications ADN
Manufacturing”, John Wiley & Sons, Inc., (2011) ISBN: 978-0-470-23292-7.

Una forma de dosificacion acabada del ADN del plasmido pCMV-VEGF 165 deberia ser adecuada para inyecciones
intramusculares y no deberia cambiar significativamente las propiedades del principio activo durante el
almacenamiento a largo plazo. Una posible forma de dosificacion acabada del plasmido pCMV-VEGF165 incluye,
pero sin limitarse solo a ellos, una solucién congelada, una solucién liquida, un liofilizado, es decir una solucion
secada por congelacion, y una pelicula amorfa.

En un modo de realizacién, la composicién farmacéutica comprende una preparacion de ADN del plasmido
purificado, que codifica un factor de crecimiento del endotelio vascular (VEGF) bajo el control de elementos
genéticos funcionales que proporciona expresion genética en células humanas y una cantidad efectiva de al menos
un excipiente farmacéuticamente aceptable para proporcionar una solucién isoténica, consistiendo dicho al menos
un excipiente farmacéuticamente aceptable en al menos un crioprotector que es un vehiculo, un estabilizador del pH
0 una combinacion de los mismos, siendo la concentracion del ADN del plasmido de 0,1 a 10 mg/ml, y el pH de la
composicion de 7,0 a 9,0.

En otro modo de realizacion, la composicion farmacéutica comprende ADN del plasmido purificado y una cantidad
efectiva de glucosa y fosfato sédico para formar una solucién isoténica para inyecciones, siendo el pH de la
composicion 7,8.

En otro modo de realizacion diferente mas, el pH de la composicién estda comprendido entre 7,2 y 8,5,
preferentemente entre 7,4 y 8,2.
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En otro modo de realizacion, la composicion comprende ADN del plasmido purificado, de 200 a 400 mM de glucosa
y de 3 a 30 nM de fosfato sodico.

En un modo de realizacion diferente, la composicion farmacéutica comprende de 0,8 a 1,2 mg/ml del ADN del
plasmido purificado pCMV-VEGF165, de 280 a 320 mM de dextrosa; y de 8 a 12 mM de fosfato sddico, siendo el pH
de la composicién de 7,4 a 8,2.

Una variante de mas preferencia de la forma de dosificacion acabada es una solucion liquida o un liofilizado, ya que
se pueden almacenar a temperaturas positivas, es decir, en los refrigeradores farmacéuticos normales, y no
requieren un periodo de tiempo prolongado para preparar inyecciones.

Una variante de mayor preferencia aun de la forma de dosificacion es un liofilizado, ya que la ausencia de agua
retarda potencialmente las reacciones quimicas de degradacion de la cadena de ADN que tienen como resultado de
una conversion del ADN del plasmido superenrollado en una forma ciclica relajada. Ademas, cuando se almacena
una forma de dosificacion liquida del ADN del plasmido, puede producirse un contacto prolongado de la solucién y el
material del sello de goma, pudiendo contener potencialmente el sello de goma iones extraibles de metales de
transicion que pueden acelerar la degradacion de las cadenas de ADN al catalizar la formacién de radicales
hidroxilo.

La preparacion del liofilizado, es decir, una masa porosa amorfa o microcristalina, requiere la presencia de
excipientes en la solucién que se va a liofilizar que actiian como crioprotector, estabilizador del pH, agente quelante,
antioxidante y/o vehiculo. El conjunto de excipientes minimo posible puede incluir al menos un crioprotector, que
tiene propiedades de vehiculo, un estabilizador de pH, o una combinaciéon de los mismos. Un excipiente que
consiste en un crioprotector y un vehiculo puede ser al menos un componente seleccionado del grupo que consiste
en un mono- y un disacarido, un poliol y un polimero, por ejemplo, seleccionado del grupo que consiste en sacarosa,
lactosa, trehalosa, manitol, sorbitol, glucosa, rafinosa, polivinil pirrolidona, y una combinacién de los mismos. El
estabilizador de pH puede ser al menos un componente seleccionado del grupo que consiste en citrato sodico,
fosfato sédico, Tris-HCI, Tris-acetato, glicina, metionina, arginina, histidina y otros aminoacidos.

Al estudiar diversas composiciones farmacéuticas del ADN del plasmido pCMV-VEGF165, el autor de la invencién
ha descubierto de manera sorprendente que la mayor estabilidad en las condiciones de almacenamiento de una
temperatura comprendida entre +2 °C y +8 °C, se conseguia con una combinacion de excipientes, tales como
glucosa y fosfato sadico, a un pH de 7,8.

Cuando el volumen de una solucion es el mismo antes y después de la liofilizacién, la composicion mas éptima de la
solucién que proporciona propiedades conservadas del ADN del plasmido pCMV-VEGF165 en el proceso de
liofilizacion y almacenamiento mas prolongado son las siguientes:

1. La concentracion del ADN del plasmido es de 0,1 a 10 mg/ml, preferentemente de 0,5 a 4 mg/ml, y mas
preferentemente de 0,8 a 1,2 mg/ml.

2. La concentracion de glucosa (dextrosa) es de 200 a 400 mM, preferentemente de 250 a 350 mM, mas
preferentemente de 280 mM a 320 mM.

3. La concentracion de fosfato sddico (una mezcla de fosfato monosaédico, disédico y trisddico) es de 3 a 30 mM,
preferentemente de 5 a 20 mM, y mas preferentemente de 8 to 12 mM.

4. El pH de la solucion es de 7,0 a 9,0, preferentemente de 7,2 a 8,5, y mas preferentemente de 7,4 a 8,2.

En la Figura 1 se presenta la estructura del plasmido utilizado para la preparacion de una cepa productora y una
composicion farmacéutica.

Otro objeto de la invencion es un procedimiento para el almacenamiento de ADN del plasmido purificado que
codifica un factor de crecimiento de endotelio vascular (VEGF) que comprende la adicién de una solucion de al
menos un crioprotector al ADN del plasmido purificado, obteniendo en virtud de ello una solucién isoténica, a
continuacion, la liofilizacion de la solucion isoténica, y el almacenamiento del liofilizado a una temperatura
comprendida entre +2 °C y +8 °C, siendo la concentracion del ADN del plasmido purificado antes de la liofilizacion
de 0,1 a 10 mg/ml, y siendo el pH de la solucion de la solucion isoténica de 7,0 a 9,0.

En un modo de realizacién, al menos un crioprotector es glucosa y la relacion de masas de la glucosa con respecto
al ADN del plasmido purificado en la solucion isotdnica es 1:50.

En un modo de realizacion diferente, al menos un crioprotector es glucosa y la proporcion del ADN del plasmido
relajado en el liofilizado almacenado durante 3 meses no supera el 10%.

En otro modo de realizacién mas, al menos un crioprotector es fosfato sédico, estando comprendido el contenido de
fosfato sddico entre 5y 20 mM y el pH de la solucién isoténica entre 7,8 y 9,0.

Otro objeto de la invencion es un procedimiento para el uso de la composicion farmacéutica que comprende el uso
de una cantidad efectiva de la composicion farmacéutica para proporcionar un efecto terapéutico dependiendo de la
forma nosolégica y la indicacion médica, a un sujeto humano.

Una vez descrito de forma general el objeto de la presente invencion, se podra comprender con mayor profundidad
haciendo referencia a ciertos ejemplos especificos que se facilitan en el presente documento con un mero fin
ilustrativo no pretendiéndose que sean exhaustivos. Es apropiado dar ejemplos sobre la posible implantacion de la
preparacion del ADN del plasmido pCMV-VEGF 165 de la presente divulgacion.
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Ejemplos
Ejemplo 1. Preparacion de una solucion del ADN del plasmido purificado pCMV-VEGF165.
Preparacion de inéculos

Se recuperd un vial de inéculos conservados de la cepa productora TOP10/ pCMV-VEGF165 del banco de trabajo y
se cultivo el inéculo en 50 ml de medio liquido.

Biosintesis de ADNp

Se preparoé un fermentador con un matraz de 10 litros, se esterilizé el matraz con un medio, se fijaron asépticamente
lineas de entrega y retirada, se calibré un equipo de medicion de parametros de conexion, se inoculd el fermentador
y se cultivé durante 8 horas hasta que se consiguié una concentracion constante de oxigeno disuelto (fase de
crecimiento de cultivo estacionario), con una velocidad fija de la mezcladora de 1000 rev/min, tras lo cual se detuvo
la ventilacién y se enfrié el matraz. Se transfiri® una muestra de una suspension de cultivo para el analisis de la
densidad de cultivo.

Produccioén de biomasa

Se separo la biomasa, es decir, el sedimento de células, desde el liquido de cultivo en una centrifuga intermitente de
alta velocidad de suelo con un rotor de angulo fijo. Se transfirié el sobrenadante del liquido de cultivo a u autoclave
para desinfeccion y neutralizacion. Se guardo la biomasa obtenida en bolsas para centrifuga a una baja temperatura
en un refrigerador. Se transfiri6 una muestra de la biomasa para analizar el contenido y la integridad de la sustancia
diana.

Suspension de la biomasa, lisis y neutralizacion

Se transfirio la biomasa descongelada a un recipiente de lisis y se suspendié con un agitador de hélice en una
solucion en suspension. Se llevé a cabo la lisis celular con una solucion de hidroxido sodico y dodecil sulfato de
sodio con mezclado con el agitador de hélice durante 5 minutos. Al mismo tiempo que se mezclaba, se afiadio una
solucion de acetato potasico para neutralizacion y la formacion simultanea del precipitado de residuos celulares,
ADN gendmico unido a histonas y proteinas. Se formé el precipitado como resultado de la transformacion de dodecil
sulfato de sodio en una sal potasica insoluble y la coagulacion de micelos. Al mismo tiempo, la neutralizacién de la
solucién tuvo como resultado la renaturalizacion del ADN del plasmido.

Preparacion de lisina aclarada

Se transfirié la suspension obtenida a bolsas para centrifugacion y se separd el precipitado en una centrifuga
intermitente de alta velocidad de suelo con un rotor de angulo fijo. Se transfirié el sobrenadante del liquido de cultivo
a un autoclave para desinfeccion y neutralizacion. Se recogidé la solucion aclarada del ADN del plasmido que
también contenia compuestos relacionados — la forma lineal y relajada del ADN del plasmido, asi como impurezas
extrafias, tales como ADN gendmico residual; ARN, proteinas y endotoxinas detectadas por LAL en el vaso de
alimentacién de un equipo de ultrafiltracion.

Ultrafiltracion

Se concentrd la solucion del ADN del plasmido por ultrafiltracion en el flujo tangencial con cartuchos de fibra hueca
con el valor umbral limite de 500 kDa. Como parte de la ultrafiltracion, tuvo lugar también una eliminacién adicional 9
veces de las moléculas con un tamafio inferior a 3 kDa, p.ej., eliminacion de proteinas, ARN de transporte,
endotoxina LAL y fragmentos cortos de ADN gendmico. Se concentrd la solucion con un factor de concentracion de
9. Se recogi6 la solucion de plasmido concentrada en un vial de cristal, se lavd la unidad de filtracién con una
solucién para filtracion en gel y se combiné con la solucion concentrada del ADN del plasmido.

Filtracion en gel

Se llevé a cabo un primer proceso de purificacion cromatografica a fondo por filtracion en gel sobre un material
absorbente de dextrina de poro grueso Flujo Rapido de Sepharose 6 “Ge Life Sciences”. Se utilizé una solucién que
tenia una alta concentracion de sal que contenia 2,1 M de sulfato de amonio y 10 mM de EDTA-Na que permitié
separar las moléculas segun su tamario y retuvo las impurezas de ARN y LAL endotoxina con el absorbente como
consecuencia de la interaccion hidréfoba no especifica. Se recogieron la solucién con impurezas y las soluciones de
lavado en un vaso y se eliminaron en su momento. Se recogi6 la solucién de ADN del plasmido purificado que
contenia 2,1 M de sulfato de amonio en un recipiente de vidrio.

Cromatografia de afinidad

Se llevo a cabo un segundo proceso de purificacion cromatografica a fondo por cromatografia tiofilica (pseudo- afin)
sobre un material absorbente PlasmidSelect Xtra "GE Lifesciences”. Para lavar la columna, se utilizé6 una solucion
que contenia 2,0 M de sulfato de amonio y se aplico la solucién semi-purificada a una columna con una
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concentracion de sulfato de amonio 2,1 M. Cuando se aplicé la solucidn, todas las formas de ADN y la proporcién de
ADN residual fueron absorbidas por el material absorbente, no absorbiéndose las proteinas residuales ni la
endotoxina. Tras la aplicacién, se lavé la columna con una solucién de sulfato aménico que tenia una concentracion
2,0 M, eluyéndose el ADN residual, el ADN gendémico y las composiciones relacionadas del ADN del plasmido. Se
eluyo el principio activo HSCI-01 con una solucién de sulfato de amonio que tenia una concentracion de 1,7 M. Se
regenero la columna y se purificd con una solucién de hidroxido sédico que tenia una concentracion de 0,1 M. Se
recogieron la solucidon de impurezas y las soluciones de lavado en un recipiente y se eliminaron en su momento. Se
recogio una solucion de ADN del plasmido semi-purificado que contenia 1,7 M de sulfato de amonio en un recipiente
de vidrio y se diluyé con agua para inyecciones en una relacion 1:2.

Cromatografia de intercambio aniénico

Se llevo a cabo un tercer proceso de purificacion cromatografica a fondo por cromatografia de intercambio aniénico
sobre un material absorbente SOURCE 30Q "GE Lifesciences". Se absorbié el principio activo en una columna y se
aclaré con una solucién que contenia 0,4 M de cloruro sédico. Cuando se lavé la columna, se sustituyé un cation del
principio activo del ion amonio por ion sodio y se eluyd la endotoxina residual. Se eluyd el principio activo con una
solucion de cloruro sédico 1 M. Se recogieron la solucidon que contenia impurezas y la solucién de lavado en un
recipiente y se eliminaron en su momento. Se recogio la soluciéon del ADN del plasmido purificado en un recipiente
de vidrio.

Ultrafiltracion y diafiltracion

Se concentré la solucién del ADN del plasmido purificada por ultrafiltraciéon en un equipo con un médulo de fibra
hueca con un valor umbral limite de 300 kDa. Cuando se alcanzé la concentracién de 0,25%, se conectd el equipo
en modo diafiltracion y se realizé un cambio de tampdn completo con agua para inyeccion. Se recogio el filtrado en
un recipiente y se elimind en su momento. Se vertio el filtrado en un recipiente de vidrio y se midié la concentracion
del ADN del plasmido superenrollado a una temperatura por debajo de 70 °C.

Ejemplo 2. Produccion de variantes de liofilizado para estudios de estabilidad

Para obtener variantes de la composicion farmacéutica, se utilizaron una solucién sin sal del ADN del plasmido
pCMV-VEGF165 que tenia una concentracion de aproximadamente 2,5 mg/ml y un contenido residual de Tris-HCI,
pH 7.5, y no mas de 1 mM NaCl. Como crioprotectores se afiadieron glucosa, sacarosa y lactosa que satisficieron
los requisitos minimos de la Farmacopea Europea. Como estabilizador de pH se utilizé una solucion de fosfato
sodico que tenia un pH comprendido entre 7,2 y 9,0. Se utilizd un sacarido a la concentracion final de 300 mM y
fosfato sédico a la concentracion final de 10 mM. Dichas concentraciones de excipientes proporcionaron isotonicidad
a la solucion para administracion endogena. La concentracion de ADN final de la composicion farmacéutica obtenida
fue 1 mg/ml.

Se llevé a cabo la liofilizacién en viales de vidrio de 5 ml que estaban equipados con sellos de goma de liofilizacion
semi-abiertos y se cargaron con 1,2 ml de soluciones de ensayo. En la Tabla 1, a continuacion, se muestra el
régimen del secado de liofilizacién para todas las muestras de ensayo.

Tabla 1. Régimen de secado de liofilizacion

Etapa Duracion, min. Temperatura, °C

1) Congelacion de la solucién

a) 30 -50

b) 300 -50
2) Liofilizacion:

a) 60 -30

b) 930 -30

c) 60 -10

d) 480 -10

e) 60 20

f) 360 20
3) Secado final:

a) 60 40

b) 600 40

La presion de la camara de operaciones en el proceso de secado fue 60 ubar, la temperatura de producto una vez
completada la etapa de congelado no debera ser superior a menos 45 °C, es decir., 2 grados C por debajo de la
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temperatura de transicion al vidrio (Tg) de la glucosa y mas de 10 grados C por debajo de la Tg de todos los
azucares. La temperatura de producto tras la liofilizacion no debera ser inferior a 15 °C. Se midié la temperatura de
los productos con termopares congelados en los viales con simuladores de producto que contenian todos los
excipientes, excepto ADN. Tras el secado final, se presurizaron los viales en una atmosfera de aire seco estéril con
compresion de bateria. Se cerraron los viales sin cargar con tapones de aluminio.

Para comparar la estabilidad del producto al almacenarlo a una temperatura elevada, se utilizé una solucion de
fosfato sédico que tenia un pH de 7,8 que se obtuvo mezclando soluciones de fosfato disdédico y monosddico en
una relacion molar de 91,5:8,5. Se almacenaron los viales cerrados liofilizados a +37°C en un termostato seco,
retirandose un grupo de viales una vez al mes, se disolvio el liofilizado y se midié una proporcion del ADN del
plasmido relajado por cromatografia de intercambio idnico analitico. En la Tabla 2, se presentan los resultados de la
medida.

Tabla 2. Proporcion de ADN del plasmido relajado almacenado a una temperatura elevada

Tiempo de retencién, meses
Crioprotector 0 1 2 3
Glucosa 2,2% 2,8% 5,3% 10,0%
Sacarido 21% 6,2% 8,4% 10,4%
Maltosa 2,3% 7,0% 8,8% 14,6%
Lactosa 2,2% 9,0% 9,6% 18,5%

Se establecio que la glucosa utilizada como crioprotector proporcioné la velocidad de degradacién mas baja para el
ADN del plasmido superenrollado en una relacién de masas del sacarido con respecto al ADN de 1:50 y un pH = 7,8.

En lo que se refiere a la composicion farmacéutica que contenia glucosa, se investigo la relacion entre la estabilidad
del ADN del plasmido superenrollado y el pH de la solucion y la concentracion de fosfato sédico (pH 7,8). Se
establecio que la estabilidad del ADN del plasmido superenrollado no habia cambiado significativamente para varias
concentraciones de fosfato sodico desde 5 a 20 mM (no se muestran los datos). Para diversos pH de la solucion, se
demostré (véase Tabla 3) que no se produjeron cambios significativos en la estabilidad para el intervalo de pH
comprendido entre 7,8 y 9,0, pero la estabilidad del ADN del plasmido superenrollado descendié para un pH 7,2.

Tabla 3. Proporcion de ADN del plasmido relajado almacenado a una temperatura elevada para varios niveles

de pH
pH 0 meses 1 mes 2 meses 3 meses
7,2 2.2% 4,09% 7,63% 15,17%
7,8 2.2% 2,80% 5,30% 10,00%
8,4 2,3% 2,76% 3,34% 10,69%
9 2,1% 2,51% 2,97% 8,39%

Por tanto, de acuerdo con los datos de almacenamiento acelerado, se puede seleccionar una composicion
farmacéutica cuando el pH de la composicion es de 7,8 a 9,0 y la concentracion de fosfato sodico es de 5 a 20 mM.
En lo que se refiere a la concentracion de los grupos fosfato ionizados en el ADN, con una concentracion de ADN de
1 mg/ml, es aproximadamente 3 mM, y la concentracion de sales tampdn deberia exceder significativamente la
concentracion total de grupos ionizados en el principio activo; la concentracion éptima de fosfato sodico se
seleccion6 en 10 mM. El pH 6ptimo de la solucion fue 7,8, ya que dicho valor es el mas préximo al pH fisiolégico
(7,2-7,4). Sin embargo, se deberia tener en cuenta que el pH tendria que estar lo mas cercano posible a 7,2 y que
cuanto mas alto es el nivel de pH, mayor es la estabilidad del plasmido (hasta 9,0). Probablemente, el ADN del
plasmido conserva su estabilidad a una temperatura de almacenamiento comprendida entre +2 y +8°C y a un pH de
7,0 a 9,0, que es suficiente para genoterapia.

10
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Ejemplo 3. Formulacion de una soluciéon del ADN del plasmido purificado y produccion de la forma de
dosificacion acabada

Se obtuvo el ADN del plasmido, tal como se muestra en el Ejemplo 1, antes de finalizada la etapa de cromatografia
de intercambio anidnico. Se llevaron a cabo las siguientes etapas, tal como se describe a continuacion.

Ultrafiltracion y diafiltracion

Se concentré una solucién del ADN del plasmido purificado por ultrafiltracién en un equipo con un médulo de fibra
hueca con un valor umbral limite de la membrana de 300 kDa. Cuando se alcanzé la concentracion de 0,15%, se
conectd el equipo en modo diafiltracion y se llevé a cabo un cambio total del tampdén por una solucién de fosfato
sédico que tenia una concentracién de 10 mM y un pH 7,8 con un contenido de 4,4% (300 mM) de glucosa en agua
para inyeccion. Se recogio el filtrado en un recipiente y se elimind en su momento. Se vertié la solucién formulada
concentrada en un recipiente de vidrio, se midié la concentracién del ADN del plasmido superenrollado y se llevo la
solucion a la concentracion final de ADN de 0,1%.

Filtracion estéril

Se transfirio la solucién del principio activo final a un area limpia de clase Ay se llevo a cabo la filtracidn estéril con
un filtro de membrana de disco en recipientes de 250 ml estériles despirogenizados para soluciones de infusion
segun la norma GOST 19808-86. Se seleccionaron las muestras destinadas al departamento de control de calidad,
se cerraron los recipientes con sellos de goma, a continuacion, se cerraron con tapones de aluminio y se congelaron
en una zona de cuarentena en un almacén.

Se descongel6 la solucién formulada de una solucion del ADN del plasmido y se transfirié a un area limpia clase A.
Se abrieron los recipientes y se llevd a cabo la filtracion estéril con filtros de membrana de disco para recipientes de
250 ml estériles despirogenizados para soluciones de infusion con arreglo a la norma GOST 19808-86. Se vertio la
solucion en condiciones estériles en viales de insulina de 5 ml estériles con arreglo a la norma GOST 19808-86. Se
cerraron los viales con sellos de goma con arreglo a TU 38.006.269-90 y se transfirieron para la liofilizacion.

Se colocaron los viales sobre las rejillas del liofilizador, se congelaron a -45 °C y se realiz6 el secado al vacio en 3
etapas. Se colocaron sellos, se retiraron los viales y se cerraron con tapones de aluminio con arreglo a la norma
GOST P 51314-99.

Ejemplo 4. Verificacion de la estabilidad de la forma de dosificacion acabada e pCMV-VEGF165

Se almacenaron viales con el liofilizado estérii del ADN del plasmido pCMV-VEGF165 en un refrigerador
farmacéutico a +4 °C durante 2,5 afios y se llevo a cabo el andlisis de la proporcion de impurezas relacionadas por
cromatografia de intercambio anionico una vez cada 6 meses. En la Tabla 4 se presentan los resultados del analisis.

Tabla 4. Estabilidad de la forma de dosificacion acabada guardada a una temperatura de +4 °C

Patron Salida 6 meses 12 meses 18 meses 24 meses 30 meses

Menos de un 5% de ADN

del plasmido lineal y
relajado inferior seguin 3,0% 3,0% 3,3% 3,7% 4,1% 4,0%

HPLC de intercambio
ionico

Por lo tanto, la forma de dosificacion del ADN del plasmido pCMV-VEGF165 fue estable por lo menos durante dos
afos.

Ejemplo 5. Verificacion de la eficacia de la composicion farmacéutica

Se confirmd la eficacia del tratamiento con una composicién farmacéutica que contenian excipientes ademas de la
construccion de plasmido en pacientes con isquemia cronica de las extremidades inferiores, es decir, los resultados
del tratamiento con la composicién farmacéutica que contenia los excipientes fueron inesperadamente superiores a
los del tratamiento con una composicidn que incluia Unicamente el plasmido (monoterapia). Se determind la mayor
eficacia de tratamiento en un estudio en el que participaron 75 pacientes con isquemia crénica de las extremidades
inferiores (estadio 2a-3 de acuerdo con A.V. Pokrovsky-Fontaine (A.V. Pokrovsky, 2004; Inter-Society Consensus for
the Management of Peripheral Arterial Disease (TASC Il). Eur. J. Vasc. Endovasc. Surg., oxygen pressure, ankle-
brachial index ADN a linear blood flow rate in the posterior tibial artery).

Distancia de caminata. Al cabo de 3 meses de tratamiento, la distancia de caminata de los pacientes del grupo
clinico era 236.49 + 193.49 m (distancia promedio), y a los 6 meses - 284.73 + 242.02 m (distancia promedio) (de 20
a 1500 m de todas las distancias obtenidas). El aumento de la distancia media que pudo caminar un paciente sin
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dolor fue 149.47 m en el grupo de estudio, habiéndose incrementado la media en 127,5 m y siendo estadisticamente
significativa la diferencia entre valores (p=0,006).

En el grupo de control, la distancia media que pudo caminar un paciente sin dolor descendié 1,42 m, la mediana
habia aumentado 35,00 m, y la diferencia entre valores no fue estadisticamente (p=0.6). Las diferencias en la
dinamica de los valores entre los grupos (+150,89 para el valor medio y +92,5 para la mediana) fueron
estadisticamente significativos (p=0.001).

Presion transcutanea de oxigeno. En el grupo clinico, se observo la tendencia de un aumento estable del valor
medio de la presion transcutanea de oxigeno (TcPO;) de 76,69 + 69.96 mm Hg en la primera visita a 85.42 + 10.87
mm Hg en la cuarta visita. El grupo de control presentd la dinamica contraria, es decir, hubo un descenso del valor
medio de 76,89 + 55,76 mm Hg a 75,37 + 61,57 mm Hg para el mismo periodo de observacion. Las diferencias
observadas entre los valores en el grupo de clinico fueron significativas y la diferencia en el grupo de control no fue
significativa (p=0.096), es decir, los valores de los pacientes no habian cambiado practicamente como parte del
tratamiento normal. Las diferencias registradas en los valores TcPO, medios incrementados entre los grupos
(+10.25) y la mediana (+8.00) fueron estadisticamente significativos (p=0.0001). El aumento relativo de los valores
en los grupos fue: +12,40 = 17,69% en el grupo clinico y 2,12 + 4,38% en el grupo de control (p=0,001).

Indice tobillo branquial. El ITB de la extremidad inferior diana presenté una tendencia a aumentar en los pacientes
del grupo clinico y a descender en los pacientes del grupo de control. Por lo tanto, en el grupo clinico, habia
aumentado el valor basal 0,513 + 0,182 durante la terapia 0,057 y fue 0,57 a los seis meses. La diferencia
observada de los valores entre las visitas cuarta y primera en el grupo clinico fue significativa (p=0.001). En el grupo
de control, el indice habia aumentado en 0,02 unidades a los seis meses, es decir, de 0,458 + 0,182 a 0,438 + 0,187.
Sin embargo, los cambios no fueron significativos (p=0.5).

La diferencia entre los valores ITB medios incrementados entre los grupos fue +0,077 (mediana +0,065), las
diferencias registradas fueron significativas.

Velocidad del flujo sanguineo lineal (de acuerdo con sonografia de ultrasonido de la arteria tibial posterior). En los
pacientes del grupo clinico, el valor presentd la tendencia a aumentar durante el periodo de estudio: el valor medio
habia aumentado 8,24 cm/seg, la mediana 5,0 cm/seg, es decir, de 14,95 + 10,19 cm/seg hasta 23,19 + 12,71
cm/seg en seis meses.

En los pacientes del grupo de control, el valor habia aumentado 1,30 cm/seg (de 17,60 + 6,60 cm/seg al comienzo
del estudio, hasta 18,90 + 6,77 cm/seg a los seis meses), mientras que la mediana no habia cambiado, es decir,
estaba al nivel de 20,0 cm/seg. Durante el estudio, las diferencias entre los grupos fueron estadisticamente
significativas (p=0.005).

Los valores medios en el grupo clinico habian aumentado en mayor grado en comparaciéon con los valores que
presentd el grupo de control (+6,94 cm/seg), igual que la mediana (+5,00 cm/seg); la diferencia en los valores fue
estadisticamente significativa (p=0.005).

Por tanto, teniendo en cuenta el criterio de eficacia de la “distancia de caminata sin dolor”, los valores habian
aumentado de manera significativa en los pacientes de 135,3 m en la primera visita a 248,7 m a los seis meses (un
aumento del 110,5%) que significativamente diferente de la tendencia que presento el grupo de control (p=0.001).

Criterios de eficacia adicionales:

- ITB —incrementado en un 11,11% (p=0.001);
- TcPO; - incrementada en un 11,38% (p=0.001);
- VFSL- incrementada en un 55,12% (p=0.001).
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REIVINDICACIONES
1. Una composicion farmacéutica que comprende:

una preparacion del ADN del plasmido purificado pCMV-VEGF165 que codifica un factor de crecimiento del
endotelio vascular (VEGF) bajo el control de elementos genéticos funcionales que proporcionan expresion génica
en células humanas,

3-30 mM de fosfato sddico y de 200 a 400 mM de glucosa para proporcionar una solucion isoténica, y en la que
la concentracion del ADN del plasmido purificado es de 0,1 to 10 mg/ml, y el pH de la composicion es de 7,4 a
9,0.

2. La composicion farmacéutica de la reivindicaciéon 1 para su uso en el tratamiento de una afeccién isquémica
incluyendo isquemia de extremidad inferior aterosclerética, enfermedad cardiaca coronaria, enfermedades arteriales
obliterantes cronicas de extremidad inferior, o para su uso en el tratamiento de heridas o Ulceras seleccionadas del
grupo que consiste en: heridas, Ulceras, heridas persistentes y Ulceras, quemaduras lesiones locales, fracturas de
hueso y defectos.

3. La composicién farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, que comprende el ADN
del plasmido purificado y una cantidad efectiva de glucosa y fosfato sédico para formar una solucion isoténica para
inyeccion, siendo el pH de la composicion 7,8.

4. La composicion farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-2,
teniendo la composicion las siguientes caracteristicas:

a) el pH de la composicion es de 7,4 a 8,2;
b) la concentracion del ADN del plasmido purificado es de 0,5 a 4 mg/ml, preferentemente de 0,8 a 1,2 mg/ml.

5. La composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 4, comprendiendo dicha composicién:

de 0,8 a 1,2 mg/ml del ADN del plasmido purificado pCMV-VEGF165;
de 280 a 320 mM de dextrosa; y
de 8 a 12 mM de fosfato sédico,

en la que el pH de la composicién es de 7,4 a 8,2.

6. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 5, en la que el ADN del plasmido purificado pCMV-
VEGF165 tiene la secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 1.

7. La composicion farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-2,
en la que como minimo un 70% del ADN del plasmido purificado esta presente en una forma superenrollada.

8. La composicion farmacéutica de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-2,
en la que la preparacion del ADN del plasmido purificado comprende:

no mas de 5% de impurezas seleccionadas del grupo que consiste en:

una forma ciclica relajada, una forma de plasmido lineal, y una mezcla de las mismas,
no mas de 1% de ADN gendmico,

no mas de 1% de ARN,

no mas de 0,1% del total de proteinas, y

no mas de 50 EU de una endotoxina por 1 mg de principio activo.
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