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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para "INTERFE-
RON ALFA 2B MODIFICADO POR POLIETILENO GLICOL, PREPARA-
CAO E USO DO MESMO".
CAMPO DA INVENCAO

A presente invencéo refere-se ao interferon-a2b modificado com

polietileno glicol de ramificagdo em forma de Y (PEG) em um uGnico residuo
de aminoacido e a preparagdo do mesmo, bem como o uso do IFN-a2b PE-
Guilado preparado em um tnico residuo de aminoacido no campo farmacéu-
tico.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

Interferons (IFNs) sdo uma familia de proteinas ou glicoprotei-

nas de molécula pequena produzida por células eucariéticas em resposta a
infeccéo viral e outros estimulos antigénicos, que exibe efeitos antivirais,
antiproliferativos e imunomoduladores de amplo espectro. IFNs foram am-
plamente aplicados no tratamento de varias condigées e doencas, tal como
infecgdes virais, por exemplo, hepatite B, hepatite C e HIV; disturbios e do-
encas inflamatérias, por exemplo, esclerose muiitipla, artrites, asma, fibrose
cistica e pulmonar intersticial doenga; e tumores, por exemplo, mielomas,
linfomas, cancer do figado, cancer do pulmao, leucemia de célula pilosa, e
assim por diante (Kenji Oritani, Paul W Kincade e outros. Type | interferon
and limitin: a comparison of structures, receptors, and functions. Cytokine
and Growth Factor Reviews, 12, 337-348, 2001; Yu-Sen Wang, Stephen
Youngster, e outros Structural and biological characterization of PEGylated
recombinant interferon alfa-2b and its therapeutic implications. Advance Drug
Delivery Reviews, 54, 547-570, 2002).

IFNs sao classificados em quatro tipos de acordo com suas dife-
rencas em propriedades quimicas, imunolégicas e biolégicas: interferon- q,
B, vy e €. Interferon-a (IFN-a) & secretado por leucécitos. IFNs-a humanos
sao codificados por uma familia de multigene que consiste em cerca de 20
genes, as proteinas codificadas compartilhando até cerca de cerca de 90%
de homologia de sequéncia de aminoacido (Henco K., Brosius F.J., e outros.
J. Mol. Biol., 185, 227-260, 1985). IFN-a2b humano & um dos subtipos da
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subfamilia a2 da familia de IFN-a humana, e € uma proteina de cadeia Unica
com varias atividades biolégicas. A proteina de cadeia Unica consiste em
165 residuos de aminoacidos com 4 Cys, em que duas ligacdes de dissulfe-
to de intracadeia s&o formadas entre Cys1-Cys98 e Cys29-Cys138 respecti-
vamente e o aminoacido de terminal N € Cys com um grupo a-NH; livre. Os
residuos nas posi¢cdes 31, 49, 70, 83, 112, 121, 131, 133, 134 e 164 da se-
quéncia de aminoacido sdo Lys, cada dos quais contém um grupo &-NH,
livre. Esta proteina ndo é glicosilada e sensivel a muitas proteases. A se-
quéncia de aminoacido de interferon-a2b humano é mostrada em SEQ ID
No: 1.

IFNs sao geralmente administrados parenteralmente em trata-
mentos clinicos. A meia-vida in vivo curta (2-4h) e imunogenicidade forte de
IFNs resultam em um intervalo de dosagem mais curto e uma frequéncia de
dosagem maior. Como os anticorpos gerados significantemente diminuem a
eficacia terapéutica, é dificil obter uma eficacia clinica ideal. A tecnologia de
modificacao de polietileno glicol (PEG) desenvolvida nos aitimos anos forne-
ceu uma possivel solugédo para os problemas acima.

PEG é um polimero organico inerte, nao-tdxico e biodegrada-
vel, e &€ importante nos campos tanto de biotecnologia quanto de farmacéuti-
cos. A técnica de modificagdo de PEG é ligar PEG a uma proteina ativa a-
través de ligacao covalente. Apds a glicolagcao de polietileno (PEGuilagzo),
as propriedades da proteina podem ser significantemente melhoradas, por
exemplo, o prolongamento da meia vida metabdlica do farmaco, a redugéao
da imunogenicidade, o aumento da seguran¢a, a melhora da eficacia tera-
péutica, a diminuicdo da frequéncia de dosagem, o aumento de solubilidade
de farmaco/solubilidade em agua, o aumento de resisténcia contra protedli-
se, a facilitagdo de liberagao controlada de farmaco e assim por diante. Para
detalhes adicionais, favor referir-se a Inada e outros J. Bioact. and Compati-
ble Polymers, 5, 343, 1990, Delgado e outros Critical Reviews in Therapeutic
Drug Carrier Systems, 9, 249, 1992, Katre. Advanced Drug Delivery Sys-
tems, 10, 91, 1993, e Publicagdo de Patente U.S. UP 4179337.

E descrita na Patente U.S. No. 4179337, que ap6s a ligagdo de
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PEG a uma enzima ou insulina, a imunogenicidade da proteina foi reduzida,
ao mesmo tempo em que simultaneamente as atividades da proteina foram
reduzidas também. Isto foi também encontrado em G-CSF (Satake-
Ishikawa e outros Cell Structure and Function, 17, 157-160, 1992), IL-2 (Ka-
tre e outros Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 84, 1487, 1987), TNF-a (Tsutsumi e
outros Jpn. J. Cancer Res., 85, 9, 1994), IL-6 (inoue e outros J. Lab. Clin.
Med., 124, 529, 1994) e CD4-IgG (Chamow e outros Bioconj. Chem., 5, 133,
1994).

Foi reportado que a proteina modificada por PEG ramificado e-
xibiu melhor tolerancia ao pH, termoestabilidade e resisténcia contra protes-
lise do que proteinas modificadas por PEG de cadeia linear (Monfardini e
outros Bioconjugate Chem., 6, 62, 1995). Geralmente, uma molécula PEG
modifica uma proteina por ligagdo da propria ao grupo a-amino de terminal
N ou grupos g-amino de um residuo Lys na molécula de proteina. Existem
normalmente trés tipos de PEGs para modificacao de proteina: um PEG de
cadeia linear (EP 0593868), um PEG de ramificagdo em forma de U (EP
0809996) e um PEG de ramificagdo em forma de Y (CN1243779C).

Atualmente muitos tipos de proteinas PEGuiladas tém sido apli-
cadas clinicamente. Em 1990, a adenosina deaminase PEGuilada-bovina
(Adagen) produzida por ENZON Inc. foi fornecida por FDA, e usada para
tratar doengca da imunodeficiéncia combinada severa (pegfamg013102LB,
http.//www.fda.gov). Em 1994, outra proteina modificada por PEG para tratar

leucemia linfoblastica aguda, a asparaginase PEGuilada (pegaspargase,
Oncaspar), foi também comercializada em US (103411s50521b1,
http.//www.fda.gov). O interferon-a2b modificado por PEG (PEG IFN-a2b,
PEG-Intron) desenvolvido por Schering-Plough foi aprovado pelo FDA para o

comércio em 2000 e o interferon-a PEGuilado (PEG IFN-a2a, Pegasys) pro-
duzido por Hoffman-la Roche Ltd. foi também aprovado para comercializa-
¢ao em 2002, ambos os quais sdo usados para tratar hepatite
(103964s50371b1, pegsche011901LB, http://www.fda.gov). Em 2002, o fa-
tor de estimulagéo de coldnia de granulécito humano modificado por PEG

produzido por Amgen Inc. (PEG-filgrastim, Neulasta) foi também aprovado
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pelo FDA, que é usado para tratar cancer de mama metastatico (peg-
famg013102LB, http://www.fda.gov). O FDA também aceitou a aplicacéao
para antagonista de fator de crescimento humano PEGuilado desenvolvido

por Pharmacia. O fragmento de anticorpo de TNF-a combinado de PEG de
Celltech e o receptor de PEG-TNF de Amgen sao testados nas experiéncias
clinicas avangadas. O primeiro conjugado de PEG-molécula organica, camp-
totecina PEGuilada, também entrou na fase Il de experiéncia clinica. Em
2004, o oligonucleotideo modificado por PEG (Pegaptanib, Macugen®) foi
aprovado pelo FDA. O metabolismo in vivo do PEG no farmaco (ou préprio
PEG) ja foi claramente entendido, e PEG provou ser um modificador de far-
maco bom e seguro sem qualquer efeito adverso.

Os PEGs que podem ser ligados a um farmaco de proteina
normalmente necessitam de derivagdo, se modo que um ou dois grupos
terminais das extremidades de PEGs possam ser quimicamente ativados
para possuir um grupo funcional adequado que exiba atividade, e desse
modo possa formar uma ligagao covalente estavel com, pelo menos um gru-
po funcional do farmaco a ser ligado. Por exemplo, PEGs podem ser ligados
a £-NH; de residuo Lys na cadeia de peptideo de proteina, ou ao a-NH, do
residuo de aminoacido de terminal N da cadeia de peptideo de proteina. Na
PEGuilacéo de IFN-a descrita na patente Europeia EP0809996, PEG-NHS é
ligado por meio de substituicdo nucleofilica ao a-NH, do aminoacido de ter-
minal N ou e-NH; de Lys em IFN-a. O PEG-NHS mencionado na patente a-
cima €& um derivado de PEG de ramificagcdo em forma de U (PEG>-NHS), a

formula molecular do mesmo como abaixo:

ROCHZLCH (OCHCHo)n —-0-OI—TH

(CHy,
L. o
e A 8
O !.) 0%

em que, R e R' sdo independentemente um grupo alquila de peso molecular
baixo, n e n' sdo de 600 a 1500, e o peso molecular médio do PEG é de
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26KD a 66KD. A formula molecular do IFN-a modificado por PEG,-NHS &
como abaixo:

|
ROCH,CH(OCH,CH)ymmr) =G ~=NH
t’)‘
R’OCH;CH,{OCB;CH,),,—Q—(ﬁ-—N{ E——x— IFNa
o)

onde uma ou mais moléculas de PEG,-NHS s&o ligadas a a-NH, do amino-
acido de terminal N ou e-NH; de Lys em IFN-a, os produtos obtidos sao uma
mistura de IFNs-a nao-PEGuilados, IFNs-a PEGuilados em um unico resi-
duo de aminoacido e IFNs-a PEGuilados em multiplos residuos de aminoa-
cidos. O IFN-a PEGuilado em um unico residuo de aminoacido pode ser iso-
lado dos produtos obtidos por qualquer meio de purificagéo apropriado. IFN-
a tem um aminoacido de terminal N e mais do que um residuo de Lys, isto &,
varios sitios reativos para PEG,-NHS, desse modo os IFNs-a PEGuilado
isolados em um unico residuo de aminoacido sdo uma mistura de isémeros
dos IFNs-a PEGuilados em diferentes residuos de aminoacido Unicos.

Na Patente Europeia EP 0593868, PEG de cadeia linear é usa-
do para modificar IFN, a férmula molecular do produto modificado como a-
baixo:

RO~CH,CHO) {CH,CHO) C -cuga-w)k NH—}~ interferon—a
IR S P )

em que R é um grupo alquila de peso molecular baixo ; Ry, Rz, Rz e R4 sdo
H ou grupos alquila de peso molecular baixo ; m & de 1 ao numero de possi-
veis modificagdes de PEG em IFN; W é O ou NH; x é de 1 a 1000, y e z sao
de 0 a 1000, x+y+z é de 3 a 1000; e pelo menos um dentre Ry, R, Rz e R, é
um grupo alquila de peso molecular baixo. Yu-Sen Wang e outros (Yu-Sen
Wang e outros, Advanced Drug Delivery Reviews, 54: 547-570, 2002. Yu-
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Sen Wang e outros, Biochemistry, 39, 10634-10640, 2000.) reportaram a
modificagao de rIFN-a2b com monometéxi-PEG linear de 12KD (Peg-intron)
€ mostraram que os produtos analisados por HPLC-IE sdo uma mistura de
mais do que 14 isdmeros modificados por PEG em diferentes residuos de
aminoacidos unicos. A féormula molecular dos PEGs lineares usados por Yu-
Sen Wang e outros é mostrada abaixo: o

1

H3C-(OCH3 CH,),, —0-C-0-N

8
em que o peso molecular médio do PEG é 12KD.
SUMARIO DA INVENCAO

Os derivados de PEG usados na presente invengdo sio novos

derivados de PEG ramificados, de ramificacdo em forma de Y, e suas estru-
turas sao diferentes daquelas dos PEGs de ramificagdo em forma de U . A
maior diferenga entre estes dois tipos de PEGs é que as cadeias de PEG de
duas ramificagdes dos derivados de PEG em forma de Y de acordo com a
presente invengao sao conectados juntos através de atomo de N, ao mesmo
tempo em que as cadeias de PEG de duas ramificagées dos derivados de
PEG em forma de U em EP0809996 sao conectados juntos através de ato-
mo de C. A composi¢cao molecular dos derivados de PEG em forma de Y de

acordo com a presente invencdo € mostrada como abaixo:

Pa xl\
/N——(CHRi)j
Pb X2

em que, P, e P, sdo PEGs iguais ou diferentes; j € um namero inteiro de 1 a
12; Ry € H, um grupo C1-C12 alquila substituido ou nao-substituido, uma
arila substituida , uma aralquila ou uma heteroalquila; X; e X, s&o indepen-
dentemente um grupo de ligagao, em que X; & (CH,),, e X, é selecionado do
grupo que consiste em (CHy),, (CH2),OCO, (CH,)sNHCO e (CH;),CO; n é
um namero inteiro de 1 a 10; e F € um grupo terminal selecionado do grupo
que consiste em um grupo hidroxila, um grupo carboxila, um grupo éster,
cloreto de acila, hidrazida, maleimida, dissulfeto de piridina, capazes de rea-
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gir com grupo amino, hidroxila ou mercapto de um agente terapéutico ou um
substrato para formar uma ligagao covalente.
Em uma modalidade preferida da presente invencao, a molécula

derivada de PEG em forma de Y € mostrada como abaixo:
ROCH2CH,(0CH>CHz Ym-0-CH,CH,

N—(CHR))j—F
R'OCH; CH(0OCH; CHa Jm'-0 — CH,—C

It
0

em que, R e R' sdo independentemente um grupo C1-C4 alquila , preferi-
velmente metila; m e m' significam o grau de polimerizacdo e podem ser
qualquer nimero inteiro; m+m' & preferivelmente de 600 a 1500; R; & H, um
grupoC1-C12 alquila substituida ou nao-substituida, um grupo arila substitu-
ida, um grupo aralquila, ou a heteroalquila ; j € um nimero inteiro de 1 a 12;
e F € um grupo terminal selecionado do grupo que consiste em um grupo
hidroxila, um grupo carboxila, um grupo éster, cloreto de acido carboxilico,
hidrazida, maleimida, dissulfeto de piridina, capazes de reagir com um ami-
no grupo, um grupo hidroxila ou um grupo mercapto de um agente terapéu-
tico ou um substrato para formar uma ligagéo covalente. Preferivelmente, o
peso molecular total médio do PEG é de cerca de 10000 a cerca de 60000
Daltons, mais preferivelmente cerca de 40000 Daltons.

Em uma modalidade preferida da presente inveng¢do, uma possi-
vel formula estrutural da molécula derivada de PEG em forma de Y é mos-

trada como férmula (1):

O,
ROCHCH3(OCH,CHy )m-0 - CH,CH, 0 H
N—(CH;)j —C—N—0—N (1)
ROCH; CH2(0CH, CHy )y -0 — GH,—C
O &)

em que R e R' sdo independentemente um grupoC1-C4 alquila, preferivel-
mente metila; m e m' significam o grau de polimerizagdao e podem ser qual-
qguer numero inteiro; m+m' & preferivelmente de 600 a 1500; j € um nimero
inteiro de 1 a 12; e o peso molecular total médio dos PEGs é cerca de 40000
Daltons.
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Os presentes inventores usaram derivados de PEG de ramifica-
cao em forma de Y (YPEG) para modificar interferon-a2b (IFN-a2b), e isola-
ram o YPEG-IFNs-a2b, modificado por PEG em um Gnico residuo de amino-
acido, por cromatografia de permuta de ion de Q-Sefarose FF. Além disso,
os YPEG-IFNs-a2b isolados, modificados por PEG em um Unico residuo de
aminoacido, foram também separados por cromatografia de SP-Sefarose FF
para obter YPEG-IFN-a2b em que o YPEG é principalmente ligado ao e-NH,
de cadeia lateral de Lys na posigdo 134 em SEQ ID NO.1, que é chamado
de YPEG-IFN-a2b(134). Ap6s a medigao, descobriu-se que a atividade in
vitro do YPEG-IFN-a2b(134) é significantemente maior do que aquela do
YPEG-IFN-a2b no qual o YPEG é ligado a outro residuo de aminoacido, e a
meia vida do YPEG-IFN-a2b(134) no soro é significantemente mais longa do
que aquela do IFN-a2b nao-modificado.

Entretanto, a presente invengao fornece IFNs-a2b PEGuilados
em um unico residuo de aminoacido, a estrutura do qual € como abaixo:

Pa——Xy_ 0 H

o N— (CHRu); C —N—IFN-a2b
2

Py

em que P, e Py, sdo iguais ou diferentes PEGs; j € um nimero inteiro de 1 a
12; R; € H, um grupo C1-C12 alquila substituido ou nao-substituido , um
grupo arila , aralquila, ou heteroalquila substituido; X; e X, sdo independen-
temente um grupo de ligagdo, em que X; & (CH,),, e X, é selecionado do
grupo que consiste em (CHz)n, (CH2),OCO, (CH;),NHCO e (CH,),CO, em
que n € um numero inteiro de 1 a 10.

Em uma modalidade preferida da presente invencéao, os IFNs-

a2b PEGuilados da presente invencao sdo da féormula estrutural (11) abaixo:

ROCH2CH2(0CH3CH3 )m-0—CH,CH, ﬁ H
N—(CH;); —C—N—IFN-u2b
R'OCH; CH2(OCH; CHy ) -0 — CHp—C

(1

em que R e R' sdo independentemente um grupo C1-C4 alquila , preferivel-
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mente metila; j € um numero inteiro de 1 a 12; m e m' significam o grau de
polimerizagao e podem ser qualquer numero inteiro iguais ou diferentes.
Nesta estrutura, a molécula de PEG de ramificagdo em forma de Y é ligada
a uma molécula de IFN-a2b através de um unico residuo de aminoacido. O
peso molecular médio do YPEG-IFN-a2b na férmula (Il) depende principal-
mente do grau de polimerizagdo, m e m'. Onde m+m' for preferivelmente de
600 a 1500, o peso molecular médio correspondente do YPEG sera de cer-
ca de 26000 a cerca de 66000 Daltons. Onde m+m' for preferivelmente de
795 a 1030, o peso molecular médio correspondente do YPEG sera de cer-
ca de 35000 a cerca de 45000 Daltons. Onde m+m' for preferivelmente de
885 a 1030, o peso molecular médio correspondente do YPEG sera de cer-
ca de 39000 a cerca de 45000 Daltons. Onde m+m' for mais preferivelmente
910, o peso molecular médio correspondente do YPEG sera 40000 Daltons.
A relagdo de m e m' pode estar em uma faixa de 0,5 a 1,5, preferivelmente
de 0,8 a 1,2.

Em uma modalidade preferida, no IFN-a2b PEGuilado da pre-
sente invengéo, uma molécula PEG ¢ ligada a IFN-a2b através de uma liga-
¢ao de amido formada por grupo a-amino do aminoacido de terminal N ou
do grupo g-amino de cadeia lateral de residuo Lys de IFN-a2b correspon-
dendo a posicao 31, 49, 70, 83, 112, 121, 131, 133, 134 ou 164 como mos-
trado em SEQ ID No.1.

Em uma outra modalidade preferida, no IFN-a2b PEGuilado da
presente invencao, uma molécula PEG é ligada a IFN-a2b através de uma
ligacéo de amido principalmente formada pelo grupo s-amino de cadeia late-
ral de residuo Lys de IFN-a2b correspondendo a posicao 134 como mostra-
doem SEQ ID No.1.

Opcionalmente, o IFN-a2b da presente invengao pode ser extra-
ido de fontes naturais ou obtido pela biotecnologia recombinante. Preferi-
velmente, o IFN-a2b é IFN-a2b humano (hIFN-a2b) tendo a sequéncia de
aminoacido de SEQ ID No.1, que é extraida de fontes naturais ou obtida pe-
la biotecnologia recombinante. Mais preferiveimente, o IFN-a2b humano é
IFN-a2b humano recombinante (rhiIFN-a2b). O rhIFN-a2b pode ser artificial-
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mente sintetizado, ou ser expressado de sistemas de expressdo procarioti-
cos tais como E. coli, ou ser expressado de sistemas de expressao de leve-
dura eucarioticos tais como Pichia, ou ser expresso de sistemas de expres-
s&o de célula de inseto ou sistemas de expressao de célula de mamifero tais
como CHO. Os métodos de preparacéo do IFN-a2b natural ou recombinante
e os testes de atividade de IFN-a2b e IFN-a2b modificado por YPEG sao
conhecidos na técnica anterior.

Similar a IFN-a2b, o YPEG-IFN-a2b da presente invengao pode
também ser usado clinicamente para tratar tumores e infecgdes virais, tal
como hepatite, leucemia de célula pilosa, linfélise mediada por célula, sar-
coma de Kaposi e assim por diante. Clinicamente, o YPEG-IFN-a2b da pre-
sente invengédo é claramente melhorado, quando comparado com IFN-a2b,
em estabilidade, solubilidade, meia-vida em soro e eficacia terapéutica clini-
ca. Quanto ao modo de administracdo, o YPEG-IFN-a2b da presente inven-
¢ao pode ser administrado aos pacientes na forma de uma composicao que
compreende uma quantidade farmaceuticamente eficaz do YPEG-IFN-a2b e
um veiculo ou um excipiente farmaceuticamente aceitavel. Portanto, a pre-
sente invengéo, em outro aspecto, também fornece uma composicdo que
compreende uma quantidade farmaceuticamente eficaz do IFN-a2b PEGui-
lado da presente invengdao e um veiculo ou excipiente farmaceuticamente
aceitavel. Preferivelmente, a composi¢cido compreende manitol, aminoacidos,
cloreto de sédio e acetato de sédio, em que os aminoacidos sido preferivel-
mente selecionados do grupo que consiste em acido aspartico, asparagina e
glicina.

Em outro aspecto, a presente invengao também fornece o uso
do IFN-a2b PEGuilado da invengao ou a composicao que compreende o
IFN-a2b PEGuilado da invengao na preparagdo de um medicamento para
tratar uma doenca em necessidade de tratamento com IFN-a2b. Preferivel-
mente, a doenga em necessidade de tratamento com IFN-a2b é selecionada
do grupo que consiste em infecgbes virais, por exemplo, hepatite B, hepatite
C, hepatite D e condiloma acuminado, tumores, por exemplo, leucemia de

célula pilosa, leucemia mieloide crénica, leucemia de nao-Hodgkin maligno
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de grau baixo, linfélise mediada por célula, sarcoma de Kaposi, mieloma
multiplo, melanoma maligno, linfoma de célula T cutaneo, papiloma laringeo,
carcinoma de célula renal recorrente ou metastatico, disturbios e doencas
inflamatodrias, por exemplo, esclerose miuiltipla, artrites, asma, fibrose cistica
e pulmonar intersticial doenca, e doengas mieloproliferativas relacionadas
com trombocitemia.

Para obter o IFN-a2b modificado por YPEG, em uma modalidade
da presente invencao, inicialmente a fracdo de PEG de derivado de YPEG
ativados tal como succinimidil éster de N-hidroxila de PEG (YPEG-NHS) &
covalentemente ligada a um grupo amino (-NH.) da proteina através de
substituicdo nucleofilica, em que o grupo amino inclui grupo a-amino de ter-
minal N da proteina e um grupo e-amino de residuo de Lys. A equacgao da
reacao para a geragao de YPEG-IFN-a2b de IFN-a2b e YPEG & como abai-
XO:

O,
O
ROCHZCH3(0CH;CHy )m-0-CH,CH, I H
N=(CHy)j=C~N-0-N + Hy N-IFNa 2b
R'OCH; CHz(0CH; CHy Ym'-0 - CH,~C
I
O o]
0
ROCH2CH2(OCH;CH3 Jm -0~ CH,CH,___ || H

“N—(CH,)j—C —N~-IFNa2b
RIOCH, CH2(OCH, CHy I’ -0 — GHp—C
i

O

As condi¢bes de reagdo siao moderadas, o pH esta em uma fai-
xa de 4,5 a 9,5, a temperatura esta entre 0-25°C, e as medigbes de agitacéo
ou outra mistura sao necessarias. Para condi¢cées detalhadas favor referir-se
aos Exemplos na DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO. Todos
YPEGs com pesos moleculares diferentes podem ser ligados a IFN-a2b u-
sando o método acima. Os produtos incluem a modificacdo por PEG em um
unico residuo de aminoacido (YPEG-IFN-a2b), a modificagao por PEG em
dois residuos de aminoacidos (YPEG,-IFN-a2b) e a modificacdo por PEG

em multiplos residuos de aminoacidos (YPEG,-IFN-a2b), em que os produ-
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tos modificados por PEG em um unico residuo de aminoacido podem ser os
produtos predominantes ajustando-se a condigao da reacéo.
Subsequentemente, o YPEG-IFN-a2b, modificado por PEG em
um unico residuo de aminoacido, pode ser isolado da mistura de todos os
tipos do IFNs-a2b modificado por YPEG usando um método tal como croma-
tografia de permuta de cation, cromatografia de permuta de anion, ou croma-
tografia por excluséo, e em seguida o IFNs-a2b modificado por PEG em re-
siduo de aminoacidos Unicos diferentes pode ser também resolvido para ob-
ter o YPEG-IFN-a2b no qual o YPEG esta ligado em uma posicao especifi-
ca. Os métodos de purificagdo convencionais incluem cromatografia de per-
muta de cation, cromatografia de permuta de anion, cromatografia de intera-
¢ao hidrofdbica e cromatografia por exclusdo. A analise caracteristica pode
ser realizada por um método conhecido na técnica, por exemplo, a espec-
troscopia de massa, a eletroforese em gel de poliacrilamida e a cromatogra-
fia liquida de alto desempenho por exclusdo pode ser usada para analisar o
peso molecular dos produtos, a fim de distinguir os produtos modificados por
PEG em um unico residuo de aminoacido daqueles modificados por PEG em
dois ou multiplos residuos de aminoacido e IFN-a2b nao-modificado. Os mé-
todos de purificagdo mencionados acima podem também ser usados para
também resolver os produtos modificados por PEG em um Unico residuo de
aminoacido para obter isdbmeros diferentes com a modificacdo de PEG em
posi¢des Unicas diferentes. As atividades biologicas in vitro de todos os tipos
dos produtos modificados por PEG podem ser medidas de acordo com qual-
quer ensaio conhecido para a atividade de IFN, por exemplo, inibicao do e-
feito citopatico. Para IFNs modificados por PEG em um uGnico residuo de a-
minoacido, as fragdes de PEG nos isdmeros diferentes tém efeitos diferentes
em manter os dominios ativos de IFNs, resultando nas diferengas maiores
nas atividades biolégicas de isdbmeros diferentes. De modo geral, as ativida-
des in vitro de IFNs sdo notavelmente diminuidas apés a modificacdo de
PEG. Entretanto, de acordo com a presente invencgéo, a atividade especifica
in vitro dos isolados de trés picos obtidos por cromatografia de permuta de
ion foram medidos, e os resultados indicam que o isolado de pico 3 (SP2)
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tem atividade especifica significantemente maior do que os isolados de ou-
tros picos e PEGASYS (Hoffmann-La Roche, Basel, Switzerland), e tem
meia-vida significantemente mais longa no soro do que IFN-a2b nao-
modificado.

Em uma outra modalidade, o peptideo ligado a PEG em forma
de Y isolado do SP2 é sequenciado usando a degradagcdo de Edman, e os
resultados mostraram que o componente primario de SP2 foi YPEG-IFN-
a2b(134).

Portanto, em outro aspecto, a presente invencdo também forne-
ce os métodos de preparagéo e purificagdo para YPEG-IFN-a2b(134), que
compreendem:

(a) sob uma condigdo alcalina, preferivelmente em pH 9,0, per-
mitindo PEG de ramificagdo em forma de Y como mostrado na férmula (1)
abaixo reagir com IFN-a2b, e obter IFN-a2b PEGuilado.;

ROCH2CHZ(OCH2CH2 Jm-0— CH,CH, ﬁ H

. '/N—(CHQ)J'—C—N——O—N

R'OCH3 CH3 (OCH,; CHo )m‘-O—CHz—ﬁ
o o

M

em que R e R' sdo independentemente um grupoC1-C4 alquila , preferivel-

mente metila; j € um namero inteiro de 1 a 12; m e m’ significam o grau de

polimerizagao e podem ser qualquer numero inteiro; e m+m' é preferivel-

mente de 600 a 1500;

(b) capturar os produtos de reag¢ao na etapa (a) com uma resina
de permuta de anion, preferivelmente Q Sefarose FF, e eluindo os produtos
em um gradiente de anion, preferivelmente em um gradiente de ion de clore-
to, para obter os produtos modificados;

(c) eluir os produtos de reacdo capturados na etapa (b) com
uma resina de permuta de cation, preferivelmente SP Sefarose FF, em um
gradiente de cation, preferivelmente em um gradiente de ion de sédio, e co-
letar cada pico separadamente:

(d) determinar a atividade do produto de cada pico, e selecionar
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o pico correspondendo ao produto de reagido com atividade maior.
BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

Figura 1: SDS-PAGE de 2 bateladas de IFN-a2b modificado com
YPEG (40KD). A concentragdo do gel de separacao foi 12%, e azul Coo-

massie brilhante R-250 foi usado como tinta de manchamento. Pode ser vis-
to a partir do resultado de SDS-PAGE da Figura1, sob a condicao, a taxa de
modificagdo de PEG de rHulFN-a2b foi entre 30-50%, e foi estavel. Os pro-
dutos modificados primarios foram IFN-a2b modificado por PEG em um uni-
co residuo de aminoacido (YPEG-IFN-a2b), e houve também algum IFN-a2b
modificado por PEG em muiltiplos residuos de aminoacido (YPEGnN-IFN-
a2b). A Faixa 1: IFN-a2b, reagdo de modificagdo de NHS-YPEG (40KD) em
Oh; Faixa 2: Batelada 060604-1 de IFN-a2b, reagéo de modificacdo de NHS-
YPEG (40KD) em 2h; Faixa 3: Batelada 060604-2 de IFN-a2b, reacdo de
modificagdo de NHS-YPEG (40KD) em 2h; Faixa 4: marcador (GE Lifescien-
ce).

Figura 2: O perfil de resolugdo de isémeros de modificagcdo de
YPEG-IFN-a2b por SP-Sefarose FF.

Figura 3: SDS-PAGE manchado de prata (12%) das amostras
de YPEG-IFN-a2b purificadas por SP-Sefarose FF. Faixa 1: marcador de
peso molecular (GE Lifescience); Faixa 2: pico de purificagdo 1de SP-
Sefarose FF de YPEG-IFN-a2b; Faixa 3: pico de purificacdo 2 de SP-
Sefarose FF de YPEG-IFN-a2b, Faixa 4: pico de purificagdo 3 de SP-
Sefarose FF de YPEG-IFN-a2b; Faixa 5: pico de purificacdo 4 de SP-
Sefarose FF de YPEG-IFN-a2b.

Figura 4: Peso molecular evidente da amostra de YPEG-rHulFN-
a2b purificada por SP-Sefarose FF determinado por 7,5% de redugéo de
SDS-PAGE com manchamento prata. Faixa 1: marcador de peso molecular
(GE Lifesciences); Faixa 2: YPEG-HulFN-a2b SP1, 2ug; Faixa 3: YPEG-
rHulFN-a2b SP2, 2ug; Faixa 4: YPEG-rHulFN-a2b SP3, 2ug.

Figura 5: Os pesos moleculares das amostras de YPEG-IFN-a2b
purificadas por SP-Sefarose FF determinados por MALDI-TOF MS.

Figura 6: O peso molecular de YPEG-NHS (40KD) determinado
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por MALDI-TOF MS.

Figura 7: A concentracéo de farmaco no soro e atividade apés
uma Unica inegéo s.c. de 30 ugkg” de YPEG-rhIFN-a2b em Macaco que se
alimenta de siri (Macaca fascicularis).

Figura 8: O controle nulo de Mapeamento de Peptideo de Tripsi-
nase do YPEG-rHulFN-a2b SP2 digerido por tripsina. Dois picos pequenos
foram detectados respectivamente em 71,674min e 17,589min; e o pico de
tripsina foi detectado entre 2-3 min.

Figura 9: A analise de Mapeamento de Peptideo de Tripsinase
da amostra de YPEG-IFN-a2b SP2 digerido por tripsina (Oh) por HPLC-RP
C1s. O tempo de retencéo de YPEG-IFN-a2b SP2 foi 62,114 min; e o pico de
eluicado em 71,908min foi a base, 2-3min.

Figura 10: A andlise de Mapeamento de Peptideo de Tripsinase
da amostra de YPEG-IFN-a2b SP2 digerida por tripsina (48h) por HPLC-RP
C1s. Nenhum pico de substrato (62,114min) foi detectado entre 60,5 min-63,2
min, demonstrando que a amostra foi completamente digerida.

Figura 11: Perfil de separagao de Sephacryl S-100 HR dos pep-
tideos modificados por YPEG da amostra de YPEG-IFN-a2b SP2 completa-
mente digerida por tripsina. As amostras foram coletadas de acordo com os
picos, S100-1 foi o peptideo modificado por YPEG, isto &, a amostra-alvo.
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A presente invengado sera melhor descrita pelos seguintes e-

xemplos, porém qualquer exemplo ou a combinagao destes nao deveria ser
entendido como limitante do escopo ou modalidade da invengéo. O escopo
da invencédo é limitado somente pelas reivindicagbes anexas. Em combina-
¢ao com a descricao e técnica anterior, as pessoas versadas na técnica cla-
ramente entenderiam o escopo limitado pelas reivindicagées.

Exemplo 1
Preparacédo de IFN-a2b humano recombinante modificado por PEG de rami-

ficacdo em formade Y

(1) Preparacdo em pequena escala de IFN-a2b humano recombinante modi-
ficado por PEG de ramificagcdo em forma de Y
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166,1mg de YPEG (formula (i), peso molecular médio de 40KD,
ramificagao uniforme, nimero do lote RD010P041, Beijing JenKem Techno-
logy Co., Ltd.) foi pesado e dissolvido em 1mi de 2mM de HCI (Guangdong
Guanghua Chemical Factory Co., Ltd.). e 40mg de IFN-a2b (Xiamen Amoy-
top Biotech Co., Ltd.) e tampé&o de acido bérico-borax a 50mM (pH 9,0, Si-
nopharm Shanghai Chemical Reagent Co., Ltd.) foram adicionados a um
volume de reacéo final de 10ml. Neste sistema de reacdo, a concentragao
final de IFN-a2b foi 4 mg/ml, e a relagao molar da reacdo de IFN-a2b e
YPEG foi 1:2. O sistema de reagao foi mantido sob 0-20°C durante 2h com
agitagéo. Os IFNs-a2b PEGuilados foram em seguida gerados, e a reagdo
foi parada adicionando-se acido acético glacial (Shantou Xilong Chemical
Co., Lid.) para tornar o pH < 4,0. Uma amostra foi submetida a SDS-PAGE.
O sistema de reagéo foi diluido 50 vezes com agua e em seguida 0,2um fil-
trado antes do armazenamento a 4°C para uso adicional.

A cromatografia de Q-Sefarose FF foi usada para separar o res-
tante de hidrolatos de PEG e PEG, IFNs-a2b modificado por YPEG em muil-
tiplos residuos de aminoacidos, IFNs-a2b modificado por YPEG em um uni-
co residuo de aminoacido e o IFN-a2b ndo modificado. A coluna de Q-
Sefarose FF (GE Healthcare) (®12mm x 90mm, 1CV = 10 ml) foi regenera-
da com 3CV de tampao de acido bérico/borax a 20 mM de (pH 9,0)-1M de
NaCl (BBI), e em seguida equilibrada com 5CV de tampao de acido bori-
co/borax a 20 mM (pH 9,0). O comprimento de onda de detecgdo UV foi a-
justado a 280nm. A amostra total armazenada a 4°C foi carregada. Apds o
carregamento, a coluna foi equilibrada com 3CV de tampao de acido béri-
co/borax (pH 9,0), e em seguida tampao de acido bérico/borax a 20 mM (pH
9,0)- NaCl a 12 mM foi usado para eluicdo até que o primeiro pico fosse
completamente eluido, cujo pico foi o PEG restante. O tampao de acido béri-
co/borax a 20 mM (pH 9.0)- NaCl a 60 mM foi entao usado para eluigéo, e a
amostra coletada neste pico de eluigao foi principalmente o YPEG-IFNs-a2b,
modificado por PEG em um Unico residuo de aminoacido. e em seguida o
tampao de acido bérico/borax a 20mM (pH9,0)- NaCl a 500mM foi usado
para eluicao e o pico de eluigao foi o IFN-a2b ndo modificado.
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Os produtos-alvo foram principalmente o YPEG-IFNs-a2b modi-
ficado por PEG em um Unico residuo de aminoacido, com uma taxa de pro-
ducéo de 20-40%.

2) Preparagédo em grande escala de IFN-a2b humano recombinante modifi-
cado por PEG de ramificagcdo em forma de Y

4982,4 mg de YPEG (formula (1), peso molecular médio 40KD,
ramificacéo uniforme, nimero do lote RD010P041, Beijing JenKem Techno-
logy Co., Ltd.) foi pesado e dissolvido em 25 ml de HCl a 2mM. E 1200 mg
de IFN-a2b e tampéao de acido boérico/borax a 50mM (pH 9,0) foram adicio-
nados a um volume de reacao final de 200 ml. Neste sistema de reagao, a
concentragaéo de reacéo final de IFN-a2b foi 6 mg/ml, e a relagdo molar da
reacao de IFN-a2b e YPEG foi 1:2. O sistema de reacao foi mantido sob 0-
25°C durante 2h com agitagédo. A reacédo foi parada adicionando-se acido
acetico glacial para tornar o pH<4,0. Uma amostra foi submetida a SDS-
PAGE. O sistema de reagao foi diluido 50 vezes com agua e em seguida
0,2pum filtrado antes de armazenado a 4°C para uso adicional.

A cromatografia de Q-Sefarose FF foi usada para separar os
hidrolatos de PEG e PEG restantes, IFNs-a2b modificado por YPEG em muil-
tiplos residuos de aminoacido, IFNs-a2b modificado por YPEG em um unico
residuo de aminoacido e o IFN-a2b nido modificado. Coluna de Q-Sefarose
FF (GE Healthcare) (®#38mmx265mm, 1CV = 300ml) foi regenerada com 3
CV de tampéo de acido boérico/borax a 20 mM (pH 9,0)- NaCl a 1M, e em
seguida equilibrada com 5CV de tampao de acido bérico/borax a 20mM (pH
9,0). O comprimento de onda de detecgéo UV foi ajustado a 280 nm. A a-
mostra total armazenada a 4°C foi carregada. Apds o carregamento, a colu-
na foi equilibrada com 3CV de tampao de acido bérico/borax (pH9,0), e em
seguida tampé&o de acido bérico/borax a 20 mM (pH9,0)- NaCl a 12 mM foi
usado para eluigéo até que o primeiro pico fosse completamente eluido, cujo
pico foi o PEG restante. O tampéo de acido boérico/borax a 20 mM (pH9,0)-
NaCl a 60 mM foi entdo usado para eluigédo, e a amostra coletada neste pico
de eluigéo foi principalmente o YPEG-IFNs-a2b modificado por PEG em um

unico residuo de aminoacido. E em seguida o tampao de acido bérico/borax



10

15

20

25

30

18

a 20 mM (pH9,0)- NaCl a 500 mM foi usado para eluigéo e o pico de eluigao
foi o IFN-a2b nao-modificado.

Os produtos-alvo foram principalmente o YPEG-IFNs-a2b modi-
ficado por PEG em um Unico residuo de aminoacido, com uma taxa de pro-
dugéao de 35-50%.

A figural mostra os resultados de SDS-PAGE para 2 bateladas
de IFNs-a2b modificado com YPEG (40KD). Pode ser visto a partir da figura
1 que sob a condigéo, a taxa de modificagido de PEG de rhIFN-a2b foi entre
35-50% e mantida estavel. Os produtos modificados primarios foram modifi-
cados por PEG em um unico residuo de aminoacido (YPEG-IFN-a2b), e
houve também alguns produtos modificados por PEG em muiltiplos residuos
de aminoacidos (YPEG,-IFN-a2b).

Exemplo 2
Resolucdo de YPEG-IFNs-a2b por SP-Sefarose FF

A amostra de YPEG-IFNs-a2b capturada por Q-Sefarose FF foi
ajustada ao pH 5,0 com 20% de &cido acético, em seguida diluida 15 vezes
com NaAc/HAc a 5 mM (pH 5,0, Shantou Xilong Chemical Co., Ltd.). A a-
mostra foi carregada a 0,5 mg/ml de capacidade de carregamento para co-
luna de 100ml de SP-Sefarose FF (GE Healthcare) (18 mmx394 mm). A
coluna foi equilibrada com 3CV de NaAc/HAc a 5 mM (pH5,0), e em seguida
eluida com 2,5 CV do gradiente de 0%-30% de NaAc/HAc a 5 mM - NaCl a
70 mM (pH5,0), seguindo com 50 CV do gradiente de 30%-100% de Na-
Ac/HAc a 5 mM -NaCl a 70 mM (pH5,0). YPEG-IFN-a2b foi resolvido como 4
picos de eluigao por SP-Sefarose FF a 100 ml. As amostras foram coletadas

de acordo com estes picos e em seguida medidas por SDS-PAGE com
manchamento de prata respectivamente. De acordo com os resultados de
SDS-PAGE, pode ser visto que o pico 1 resolvido por SP-Sefarose FF foi
principalmente os produtos modificados por YPEG em muiltiplos residuos de
aminoacidos (YPEG,-IFN-a2b). O pico 2 por SP-Sefarose FF foi principal-
mente os produtos modificados por PEG em um Unico residuo de aminoaci-
do (YPEG-IFN-a2b), e também conteve alguns produtos modificados por
PEG em muitiplos residuos de aminoacido. O pico 3 e pico 4 por SP-
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Sefarose FF foram ambos os produtos modificado por PEG em um Unico
residuo de aminoacido. Os picos 2-4 resolvidos por SP-Sefarose FF foram
isdmeros com modificagdo de YPEG em posi¢des unicas diferentes, e foram
chamados respectivamente como YPEG-IFN-a2b SP1, YPEG-IFN-a2b SP2
e YPEG-IFN-a2b SP3. Os resultados de perfil de resolucido e SAD-PAGE
manchado de prata foram mostrados na figura 2 e figura3 respectivamente.
Toda a amostra de YPEG-IFN-a2b SP1-3 foi suplementada com
cloreto de sddio, acetato de sodio, manitol, acido aspartico e foi esterilizado
com 0,22 pm de filtro antes de armazenado a 4°C para uso adicionado.
Exemplo 3
Analise da Caracteristica de isémeros de modificacdo de YPEG-IFN-a2b
(1) Concentragao de Proteina

As concentragbes de isdomeros de modificagdo de YPEG-IFN-
a2b foram determinadas pelo método de Kjeldahi.
(2) Peso molecular evidente de proteina

Os pesos moleculares evidentes de isémeros de modificacédo de
YPEG-IFN-a2b foram determinados por SDS-PAGE. O método foi de acordo
com Laemmli e outros (Nature 227: 680, 1970). A concentragédo do gel foi
7,5%, e o gel foi visualizado por manchamento de prata. Os pesos molecula-
res evidentes de isbmeros de modificagdo de YPEG-IFN-a2b foram quase
iguais, cerca de 123KD (figura4).
(3) Peso molecular determinado por MALDI-TOF MS

MALDI-TOF MS (Autoflex TOF/TOF system, Bruker Daltonics,
Alemanha) foi usado para determinar os pesos moleculares de isdbmeros de
modificacdo de YPEG-rHulFN-a2b. Acido sinapinico (SA, C41H120s5, M.W.
224.22, numero do lote: 2006 236870 002, Bruker Daltonics, Alemanha) foi
usado como matriz. O Padrao de Calibragao de Proteina Il (Part No.207234,
Bruker Daltonics, Alemanha) foi usado como padrao de peso molecular de
proteina, e o programa para analises de dados foi FlexAnalysis Ver.3.0.54.0.
Os pesos moleculares MS de isdbmeros de modificagao de YPEG-IFN-a2b
foram quase iguais, cerca de 59000 Daltons (figura5).
(4) Teste de teor de endotoxina
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Com base no ensaio de limulus (Pharmacopoeia of the People's
Republic of China, 2005, Volume 3, Appendix X C), o teor de endotoxina de
cada amostra de YPEG-IFN-a2b foi menor do que 5,0EU/mg.

(5) Atividade in vivo e Farmacocinéticos de YPEG-IFN-a2b SP2 no animal.
Atividade in vivo de YPEG-IFN-a2b SP2 em animal.

O mecanismos de agado de IFN é parcialmente para induzir a
producao de 2'5-AS (2',5'-oligoadenilato sintetase), que sucessivamente
exerce seus efeitos antivirais. Usando 25| como um tracador, os parametros
farmacodinamicos de IFN sao refletidos pela atividade 2',5'-AS in vivo. 2',5'-
AS catalisa a sintese de 2',5'-A (2',5'-oligoadenilato) de ATP na presenca de
Poli(l)-Poli(C) agar (A atividade de 2',5'-AS pode ser representada pela con-
centracao do 2',5'-A sintetizado). Primeiro, 2',5'-AS nas amostras sdo absor-
vidos e ativados por Poli(l)-Poli(C) agarose, em seguida catalisa o substrato
ATP para gerar 2',5'-A. Uma mistura de 2',5"-A rotulado por "I, soro anti-
2',5'-A e anticorpo secundario é adicionado na amostra que em seguida é
incubada e centrifugada para separar a mistura. O sobrenadante é descar-
tado e um Contador Gama foi usado para medir a radioatividade do sedi-
mento. A taxa de ligagao do 2',5'-A rotulado por '?%| inicialmente adicionado
€ calculada. A regresséo logistica de quatro parametros é usada para gerar
a curva padréao, e em seguida a concentragéo dos produtos de 2',5'-A indu-
zidos por 2',5'-AS em uma amostra desconhecida péde ser estimada.

Ao usar o método de 2', 5'-A mencionado acima, os resultados
na Tabela 1 e na figura 7 mostraram a concentragao de 2', 5'-A de soro apés
uma Unica inje¢éo s.c. de 30ug-kg™' de YPEG-IFN-a2b SP2 em Macaco que
se alimenta de siri (Macaca fascicularis) (18 Macacos que se alimentam de
siris, Guangxi Weimei Biotecnologia Co., Ltd., Certificacdo No. S.CXK GUI
2002-0001, peso corporal 2,5-5,5 kg, 6 fémeas e 12 machos, elevado em
gaiolas separadas, alimentados com comida de macaco, agua livremente).
Pode ser visto a partir da figura8 que o tempo para o pico médio foi
64+27,71h, e a concentragéo para pico foi 292,30+148,08 Pmol-dL™. Apés a
administracao, a atividade de 2', 5'-AS no soro foi claramente aumentada, e
o tempo para pico de 2', 5'-A no soro foi mais lento do que aquele de YPEG-
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rhiIFNa2b SP2.
Tabela 1. As concentragdes de 2',5'-A no soro com o passar do tempo, apos

uma dnica injecéo s.c. de 30 ugrkg” de YPEG-rhIFN-a2b SP2 em Macaco
que se alimenta de siri (Pmol-dL™")

No. de Macaco que se alimenta de siri L
tempo(h) Média SD
1 2 3

0 19,32 13,63 20,74 17,90 =+ 3,76
1 40,17 218,67 - 12942 + 126,22
2 45,74 14,30 80,23 46,76 + 32,98
4 14,89 69,41 138,23 74,18 + 61,81
8 49,12 243,43 141,66 144,74 + 97,19
10 119,51 274,99 109,89 168,13 + 92,67
12 72,75 152,81 112,87 112,81 + 40,03
24 10,05 321,23 159,12 163,47 =+ 155,63
48 45,60 622,42 164,49 277,50 + 304,56
96 400,67 352,65 123,58 292,30 + 148,08
168 10,87 286,38 4,17 100,47 + 161,03
240 2,74 323,83 10,48 112,35 + 183,19
312 20,65 238,65 1,54 86,94 + 131,72

2 Farmacocinéticos de YPEG-IFNs-a2b e rhIFN-a2b em Macaco que se ali-
menta de siri

Uma Unica injegéo s.c. de 10, 30 ou 100 pg-kg™' de YPEG-IFN-
a2b foi dada ao Macaco que se alimenta de siri. Para o grupo de administra-
¢ao, 1ml de sangue venoso foi tomado do membro traseiro oposto ao lado
injetado na hora anterior, 1h, 2h, 4h, 8h, 10h, 12h, 24h, 48h, 72h, 96h, 168h,
240h, e 312h ap6s a administragdo. Para o grupo com uma Gnica injecéo de
s.c. de IFN-a2b (30ug-kg™), 1 ml de sangue foi tomado na hora anterior,
0,5h, 1h, 2h, 3h, 4h, 5h, 6h, 8h e 24h apds a administracdo. Apds serem
mantidas a 4°C durante 30 min, as amostras de sangue foram centrifugadas
em 2000 rpm durante 10 min sob baixa temperatura, em seguida o soro foi
separado imediatamente e armazenado a -20°C para outra analise.

O imunoensaio intercalado duplo quantitativo foi usado. Um an-

ticorpo monoclonal especifico para IFN-o. humano recombinante foi pré-
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revestido em placa de microtitulo. O padrao e as amostras foram pipetadas
nas cavidades de microtitulo, em que o IFN-a2b ou YPEG-IFN-o2b SP2 se
ligaria ao anticorpo imobilizado. A placa foi lavada para remover as substan-
cias soltas, e em seguida IgG de IFN-a anti-humano (anticorpo secundario)
foi adicionado nas cavidades. Apos a reacgéo ter sido concluida, a placa foi
lavada e a peroxidase de rabano-silvestre (HRP) foi adicionada nas cavida-
des. Apés a lavagem longe da enzima solta e reagentes, a cor gerada adi-
cionando-se solugéo de substrato de HRP em cada cavidade foi proporcio-
nal a quantidade do IFN-a2b ou YPEG-rhIFN-a2b SP2 ligado na primeira
etapa. A reacéo foi parada e a intensidade de cor foi medida. Quanto maior
o valor de OD de absorbancia, maior a concentragdo de IFN-a2b ou YPEG-
IFN-a2b SP2 na amostra. As curvas-padrao foram plotadas para IFN-a2b e
YPEG-IFN-a2b SP2, respectivamente, para medir a concentragao de farma-
CO no soro nas amostras de sangue.

De acordo com o protocolo na descrigéo do kit (American Bio-
medical Co., nimero do lote 3271), 100ul de amostra de sangue ou padrao
foram adicionados em cada cavidade, e misturados com misturador de placa
gentiimente. De acordo com a concentragdo antecipada de uma amostra
desconhecida, a amostra foi diluida com a solugéo diluida para as faixas de
concentragdo da curva-padréo. A curva-padrao de IFN-a2b ou YPEG-IFN-
a2b SP2 para cada placa foi plotada para calcular a concentragiao da amos-
tra desconhecida naquela placa. A placa foi incubada em temperatura ambi-
ente durante 1h, e lavada uma vez com solugio de lavagem de placa. 100l
de anticorpo secundario foram adicionados a cada cavidade, e mantidos em
temperatura ambiente durante 1h. A placa foi lavada 3 vezes, e 100l de
conjugado de HRP foram adicionados a cada cavidade. A placa foi incubada
em temperatura ambiente durante 1h e lavada 4 vezes. 100 ul de substrato
de TMB foram adicionados em cada cavidade, e mantido em temperatura
ambiente no escuro durante 15 min. 100 pl de solugao de interrupcao foram
adicionados a cada cavidade, e misturados suavemente para parar a rea-
¢ao. O valor de OD de absorbancia em 450nm foi medido com um leitor de

microplaca em 5 minutos para determinar a concentragéo de cada amostra.
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Apds uma unica inje¢do subcutanea de dose baixa, dose média,
ou dose elevada (10, 30 e 100 pg-kg™, respectivamente) de YPEG-IFN-a2b
em Macaco que se alimenta de siri, as meia-vidas foram 48,87+11,67,
51,94+3,52 e 49,60+2,97h, respectivamente. Apés uma Unica injecado subcu-
tanea de 30 ug-kg™ de IFN-a2b em Macaco que se alimenta de siri, a meia-
vida foi 3,22 + 0,10h. A meia-vida de IFN-a2b foi prolongada pelo menos dez
vezes apos a modificagao de YPEG.

(6) A atividade biologica in vitro de cada isdmero de modificacao YPEG-IFN-
a2b foi estimada usando ensaio de inibigdo de efeito citopatico. De acordo
com o meétodo descrito em Determination Method of Interferon Activity
(Pharmacopoeia of the People's Republic of China, 2005, Volume 3, Appen-
dix X C), interferon protege as células amniéticas humanas (WISH) do dano
causado pelo virus de estomatite vesicular (VSV). A violeta cristal foi usada
para manchar as ceélulas de WISH sobreviventes, e o valor de OD de absor-
bancia foi medido em 570 nm. A curva de efeito de protecao de interferon foi
plotada para as células WISH, para determinar a atividade biolégica in vitro
dos interferons. Os resultados da atividade biolégica in vitro de cada amos-
tra sdo mostrados na Tabela 2, e 3 testes paralelos foram realizados para
cada amostra. Apés a modificagao de YPEG, em todos os isdmeros de mo-
dificacdo dos produtos modificados por PEG em um Unico residuo de ami-
noacido, a amostra de SP2 mostrou a atividade especifica in vitro mais ele-
vada, que foi 1-2 vezes maior do que SP1, SP3 e PEGASYS (fabricado por
Hoffmann-La Roche, Basel, Switzerland; embalado separadamente por
Shanghai Roche Pharmaceuticals Ltd., nimero do lote do produto B1016,
numero do lote da embalagem SH0020), e foi também 1-2 vezes maior do
que a amostra nao resolvida.

Tabela 2. Resultados da atividade biolégica in vitro para cada isdmero de
modificacdo de YPEG-IFN-a2b (3 testes paralelos)

PEG | No. de P Atividade
. 0. de o | Egpecifica
Amostra Tipode PEG | M.W. sicbes da Média

Modificacs
(KD) odificagao (x1061U/mg)

YPEG-IFN-a2b SP1 | ramificagdoY 40 1 1,07+0,172
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Atividade
PEG | No. de Po- -
. L Especifica
Amostra Tipo de PEG | M.W. sicdes da Média
(KD) | Modificagao
(x1061U/mg)
YPEG-IFN-a2b SP2 | ramificagao Y 40 1 2,650,185
YPEG-IFN-a2b SP3 | ramificagdo Y 40 1 1,130,215
YPEGIFN-aZba- | eacsoy | 40 1 1,68+0,217
mostra ndo-resolvida
PEGASYS ramificagao U 40 1 0,934+0,042

Observacao: a amostra nao-resolvida refere-se a amostra antes de resolver
YPEG-rhIFN-a2b por SP-Sefarose FF
(7) A resolugao da posicdao de modificagdo em YPEG-IFN-a2b SP2

O sistema de solvente de YPEG-IFN-a2b SP2 foi mudado para
50mM de NH4HCO; (pH8,0) por ultrafitragdo com ultrafiltro 5K (Millipore,
material de polietersulfona), e a concentragao de proteina foi determinada
ser 3,82 mg/ml usando espectroscopia UV. A tripsina de TPCK (Promega) foi
dissolvida (0,5 pg/ul) na solugdo fornecida pelo fabricante. As amostras fo-
ram adicionadas de acordo com a Tabela 3:

Tabela 3. Composigao de reagao de digestio de tripsina de YPEG-IFN-a2b
SP2

Composicao de Reagao Volume
50mM de NH4HCO3, pH8,0 7,08ml
PEG-IFN-a2b SP2 (3,82 mg/ml) 1,32ml
Tripsina (0,5 pg/ul) 0,2ml
Volume de reagéo total 8,6ml

O sistema de reacéao foi mantido em um banho de agua a 37°C
durante 48h, em seguida 1,52ml de 20% de acido acético foi adicionado pa-
ra parar a reagcdo. Uma quantidade pequena da amostra foi tomada para
mapeamento de peptideo de HPLC-RP C18. O instrumento para analise foi
o sistema de HPLC Waters, com um controlador do tipo 600, detector de
comprimento de onda dupla 2487, e o software para processamento de da-
dos foi Empower 2. A coluna analitica de HPLC foi Jupiter C18 (diametro de
particula 5um, didmetro de poro 300A, ®4,6x150mm, produzido por Pheno-
menex, USA). A Fase Moével A foi 0,1% de TFA/H.0, Fase Moével B foi 0,1%
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de TFA/90% de ACN/H0, a taxa de fluxo foi 1 ml/min, e o comprimento de
onda de detecgéao foi ajustado em 214nm. Favor referir-se a Tabela 4 para
os gradientes de eluigéo, e os resultados foram mostrados nas figuras 8-10.
Tabela 4. Os gradientes de eluicdo para mapeamento de peptideo de HPLC-
RP C18 do YPEG-IFN-a2b SP 2 digerido por tripsina

Tempo (min) % de A % de B % de ACN
1 0 100 0 0
2 8 100 0 0
3 68 40 60 54
4 72 40 60 54
5 75 100 0 0
6 80 100 0 0

Com base no resultado de detecgao, pode ser determinado que
a amostra foi quase completamente digerida. Os produtos foram tratados
com redugdo de DTT apds a reagéo ter sido parada. A coluna de Sephacryl
S-100HR (P18x255 mm, 1CV=64 ml; GE Healthcare) foi pré-equilibrada
com 3CV de PBNa a 20 mM —NaCl a 400 mM (pH7,0), e 3% de CV da a-
mostra de YPEG-IFN-a2b SP2 por TPCK digerida por tripsina completamen-
te foi carregado por pressao hidrostatica. PBNa a 20 mM -NaCl a 400 mM
(pH7,0) foi usado para eluicdo, e o comprimento de onda de deteccao foi
ajustado em 280 nm. A amostra do primeiro pico de eluicdo foi coletada
(nimero da amostra: YPEG-IFN-a2b S100-1, figurai1), e o sistema de sol-
vente foi mudado para PBNa a 5mM (pH 7,0) com ultrafiltro 5K. Liofilizagdo
a vacuo foi feita. Os aminoéacidos de terminal N da amostra liofilizada foram
determinados usando degradacao de Edman, e a sequéncia dos 7 aminoa-
cidos no terminal N da amostra foi XYSPXAW (Tabela 5), em que X significa
cisteina de a-aminoacido (Cys), um ndo a-aminoacido ou outro aminoacido
modificado que ndo possa ser detectado usando a degradagiao de Edman.
De acordo com a sequéncia mostrada na SEQ ID NO: 1, pode ser determi-
nado que YPEG-IFN-a2b SP2 foi principaimente os produtos modificados
com YPEG em Lys134.

Tabela 5. Resultado de sequenciamento para os aminoacidos de terminal N
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de YPEG-IFN-a2b S100-1

Amostra Sequéncia de termi- | A posi¢do de modificacao
nal N detectada de PEG correspondente.
YPEG-IFN-a2b S100-1 XYSPXAW Lys134

Nota: X significa cisteina de a-aminoacido, um nao a-aminoacido ou outro
aminoacido modificado que nao possa ser detectado usando a degradacao
de Edman.
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REIVINDICAGOES
1. Interferon-a2b PEGuilado (IFN-a2b) da estrutura como abai-
xo, obtido por ligacdo de IFN-a2b com um polietileno glicol de ramificagao
em forma de Y (YPEG):

O
Pa—X1— | H
__—=N—(CHRu), C—N—IFN-02b
Py X3

em que,

P. e Py sdo polietileno glicol igual ou diferente (PEG);

j € um numero inteiro entre 1-12;

Ri é H, grupo C1-C12 alquila substituido ou nao-substituido, ari-
la, aralquila, ou heteroalquila substituida; e

X4 e X, sdo independentemente um grupo de ligagao, em que X,
é (CH.),, e X, é selecionado do grupo que consiste em (CHz),, (CH2),OCO,
(CH2), NHCO e (CH3), CO, em que n € um numero inteiro entre 1-10.

2. IFN-a2b PEGuilado, de acordo com a reivindicagdao 1, com a
estrutura como abaixo

ROCHCH3(OCHCH2 Jm-0~CH,CH, _ 1 H

\/N—(CHE)J- —C —N—IFN-a2b
R'OCH; CH3(OCH2CHz )m'-O—CH,—C

em que R e R' sdo independentemente um grupo C1-C4 alquila, preferivel-
mente metila;

j € um numero inteiro entre 1-12;

m e m' significam o grau de polimerizacao e pode ser qualquer
ndmero inteiro; m+m’ & preferivelmente de 600 a 1500, e

o peso molecular total médio do YPEG é preferivelmente de cer-
ca de 10000 a cerca de 60000 Daltons, mais preferiveimente cerca de
40000 Daltons.

3. IFN-a2b PEGuilado, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2,
em que o YPEG ¢ ligado ao IFN-a2b através de uma ligagcao de amido for-

mada por grupo a-amino do aminoacido de terminal N de IFN-a2b ou o gru-
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po s-amino de cadeia lateral de um residuo Lys em IFN-a2b correspondendo
a posicao 31, 49, 70, 83, 112, 121, 131, 133, 134, ou 164 em SEQ ID No.1,
preferivelmente posigao 134 em SEQ ID No.1.

4. IFN-a2b PEGuilado, de acordo com qualquer uma das reivin-
dicagdes 1 a 3, em que o IFN-a2b é extraido de uma fonte natural ou obtido
através de biotecnologia recombinante, preferivelmente é IFN-a2b humano
tendo a sequéncia de aminoacido como mostrado em SEQ ID No.1, mais
preferivelmente € um IFN-a2b humano recombinante.

5. IFN-a2b PEGuilado, de acordo com a reivindicagao 4, em que
o IFN-a2b humano recombinante é artificialmente sintetizado ou expresso
em um sistema de expressao selecionado do grupo que consiste em um
sistema de expressao procariético tal como E. coli, um sistema de expres-
sao de levedura eucariético tal como Pichia, um sistema de expressao de
célula de inseto ou um sistema de expressao de célula de mamifero tal co-
mo CHO.

6. IFN-a2a PEGuilado, de acordo com qualquer uma das reivin-
dicacdes 1 a 5, em que o YPEG é um YPEG de ramificagcdo uniforme do pe-
so molecular de 40000 Daltons.

7. Composicdo, que compreende uma quantidade farmaceuti-
camente eficaz do IFN-a2b PEGuilado, como definido em qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 6, e um veiculo ou excipiente farmaceuticamente aceita-
vel.

8. Composicdo, de acordo com a reivindicagao 7, que adicio-
nalmente compreende manitol, um aminoacido, cloreto de sédio e acetato
de sbédio, em que o aminoacido € preferivelmente selecionado do grupo que
consiste em acido aspartico, asparagina e glicina.

9. Uso do IFN-a2b PEGuilado, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 6, ou a composigao de acordo com a reivindicagao 7 ou 8,
na preparagao de um medicamento para o tratamento de uma doenga em
necessidade de tratamento com IFN-a2b, em que a doenga é preferivelmen-
te selecionada do grupo que consiste em infec¢des virais, por exemplo, he-

patite B, hepatite C, hepatite D, e condiloma acuminado, tumores, por exem-
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plo, leucemia de célula pilosa, leucemia mieloide crénica, leucemia de nao-
Hodgkin maligno de grau baixo, linfélise mediada por célula, Sarcoma de
Kaposi, mieloma multiplo, melanoma maligno, linfoma de célula T cuténeo,
papiloma laringeo, carcinoma de célula renal recorrente ou metastatico, dis-
tarbios e doencas inflamatorias, por exemplo, esclerose miultipla, artrites,
asma, fibrose cistica e doenga pulmonar intersticial, e doengas mieloprolife-
rativas relacionadas com trombocitemia.

10. Método para preparar e purificar o IFN-a2b PEGuilado, como
definido em qualquer uma das reivindicacoes 1 a 6, que compreende as eta-
pas:

(a) sob uma condigao alcalina, preferivelmente em pH 9,0, permitindo PEG
de ramificacdo em forma de Y da seguinte formula reagir com IFN-a2b, e
obter IFN-a2b PEGuilado;

ROCH;CH;(0CH2CH2 Jm-0~CH,CH; T H
N—(CH,)j —C—N—O—N
R'OCH3 CH32(OCH;z CH2 )m' -0 — CHp—
§ 3
em que R e R' sdo independentemente um grupo C1-C4 alquila, preferivel-
mente metila;

j € um numero inteiro entre 1 - 12;

m e m' significam o grau de polimerizagao e pode ser qualquer
namero inteiro, e m+m' & preferivelmente de 600 a 1500,;

(b) capturar os produtos de reagdo obtidos na etapa (a) com
uma resina de permuta de anion, preferiveimente Q Sefarose FF, e eluir os
produtos em um gradiente de anion, preferivelmente em um gradiente de ion
de cloreto, para obter produtos modificados;

(c) eluir os produtos de reagdo capturados na etapa (b) com
uma resina de permuta de cation, preferivelmente SP Sefarose FF, em um
gradiente de cation, preferivelmente em um gradiente de ion de sédio, e em
seguida coletar cada pico separadamente:

(d) determinar a atividade do produto de cada pico, e selecionar

o pico correspondendo ao produto de reagdo com atividade mais elevada.
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11. Método, de acordo com a reivindicacao 10, em que o YPEG
tem um peso molecular de 40KG, e preferivelmente € um Y-PEG de ramifi-
cacao uniforme, e mais preferivelmente a relagdo molar da reagdo de IFN-
a2b e YPEG é 1:2.

12. Método de tratamento de um paciente que sofre de uma do-
enca em necessidade de tratamento com IFN-a2b, que compreende admi-
nistrar uma quantidade terapeuticamente eficaz do IFN-a2b PEGuilado, co-
mo definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 6, ou a composigao
como definida em qualquer uma das reivindicagdes 7 e 8, ao paciente, em
que a doenca em necessidade de tratamento com IFN-a2b é preferivelmen-
te selecionada do grupo que consiste em infecgdes virais, por exemplo, he-
patite B, hepatite C, hepatite D e condiloma acuminado, tumores, por exem-
plo, leucemia de célula pilosa, leucemia mieloide crbnica, leucemia de nao-
Hodgkin maligno de grau baixo, linfélise mediada por célula, Sarcoma de
Kaposi, mieloma multiplo, melanoma maligno, linfoma de célula T cutaneo,
papiloma laringeo, carcinoma de célula renal recorrente ou metastatico e
doencas mieloproliferativas relacionadas com trombocitemia, distarbios e
doencgas inflamatérias, por exemplo, esclerose multipla, artrites, asma, fibro-
se cistica e doenga pulmonar intersticial.
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SDS-PAGE para 2 bateladas de IFN-2b modificado com YPEG (40 KD)

Coluna 1: IFN-2b, NHS-YPEG (40KD) modificado a Oh;

Coluna 2: Batelada 060604-1 de IFN-2b, NHS-YPEG (40KD) modificado durante 2 horas;
Coluna 3: Batelada 060604-2 de IFN-2b, NHS-YPEG (40KD) modificado durante 2 horas;
Coluna 4: marcador (GE Lifescience)

FIG.1
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SDS-PAGE manchado de prata (12%) das amostras de YPEG-IFN-2b purificadas com SP-Sefarose FE
Coluna 1: marcador de peso molecular (GE Lifescience)

Coluna 2: pico 1 de purificagdo de SP-Sefarose FF de YPEG-IFN-2b;

Coluna 3: pico 2 de purificagdo de SP-Sefarose FF de YPEG-IFN-2b;

Coluna 4: pico 3 de purificagdo de SP-Sefarose FF de YPEG-IFN-2b;

Coluna 5: pico 4 de purificagdo de SP-Sefarose FF de YPEG-IFN-2b;

FIG.3
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Peso molecular aparente determinado da amostra de YPEG-rHulFN-a2b purificada por meio de
SP-Sepharose FF determinada por SDS-PAGE redutiva a 7,5% com manchamento de prata.
Coluna 1: marcador de peso molecular (GE Lifesciences);

Coluna 2: YPEG-rHuUlFN-a2b SP1, 2ug;

Coluna 3: YPEG-rHulFN-a2b SP2, 2ug;

Coluna 4: YPEG-rHulFN-a2b SP3, 2pg;
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Mapeamento de Peptideo de Tripsinase da tripsina digeriu
(0Oh) a amostra de YPEG- IFN-a2b SP2 por HPLC-RP C,,.

O tempo de retengdo de YPEG-IFN-a2b SP2 & de 62,114 minutos; o pico de eluigao
a 71.908 minutos é o pico de base, e os picos a 2-3 s3o os picos de tripsina.
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Mapeamento de Peptideo de tripsinase da tripsina digeriu (48 horas)
a amostra de YPEG-IFN-a2b SP2 por HPLC-RP C,,.

Nenhum pico de substrato (62,114 minutos) & detectado entre 60,5 minutos — 63,2 minutos,
demonstrando que a amostra é completamente digerida.

FIG.10



9/9

mAL

200

$100-1

150

108 Uv280nm

50

0n /\
)

0.0 200 40.0 60.0 80D mi

Perfil de separagéo de Sephacryl S-100 HR dos peptideos modificados por YPEG da tripsina digeriu
completamente a amostra de the YPEG modified peptides from the trypsin completely digested YPEG.

Nota: as amostras sdo coletadas de acordo com os picos, e
$100-1 ¢ o peptideo modificado por YPEG, a sber, a amostra alvo.
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RESUMO
Patente da Invencdo: "INTERFERON ALFA 2B MODIFICADO POR POLI-
ETILENO GLICOL, PREPARAGCAO E USO DO MESMO".

A presente invengao refere-se ao interferon-a2b modificado com
polietileno glicol (PEG) de ramificagdo em forma de Y em um Unico residuo
Lys e a preparagao do mesmo. O IFN-a2b PEGuilado pode ser usado para a
preparacdo de um medicamento para tratar uma doenga, por exemplo, in-
fecgdes virais tais como Hepatite C.
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