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RESUMO

" ACELERADOR DO CRESCIMENTC DAS PLAQUETAS"

Uma coldénia de granuldcito humano que estimula os polipéptidos em
que pelo menos um grupo amino, carboxilo, mercapto ou guanidino' foi
quimicamente modificado. por um modificador quimico; um acelerador
do crescimento das plaquetas que contém o polipéptido; um método
para tratar pacientes trombocitopénicos através da adminibstragéo-de
uma dose eficaz do polipéptido; a utilizagdc do polipéptido para
produzir uma composigdo farmacoldgica eficaz no tratamento dos.
pacientes trombocitopénicos; e uma composicdo para tratar os
pacientes trombocitopénicos gque compreende uma dose eficaz do
polipéptido em uma forma de dosagem farmacclcgicamente aceitdvel em

conjunto com um portador farmacologicamente aceitavel.



DESCRICAO

" ACELERADOR DO CRESCIMENTO DAS PLAQUETAS"

Campc Industrial da Invencdo

A invencgédo refere-se a uma colénia granulocitica humana
guimicamente modificada que estimula o factor de polipéptido o gual
é preoduzido por'se modificar gquimicamente, pelec mencs, um do grupo
amino, carboxilo, mercapto- ou guanidino em uma molécula de
polipéptido que tem uma coldénia granulocitica humana gque eétimula a
actividade do factor {a partir daqui designado como hG-CSF), e um
agente que promove a produgdc de plagquetas que compreende o
referido polipéptido, um método para tratar um paciente com uma
contagem diminuida de plaguetas que compreende administrar uma
guantidade eficaz do referido polipéptido ao paciente, a utilizacdo
do referido polipéptido para a producédo de composigdes
farmacéﬁticas as quais‘séo Oteis para-o tratamento de pacientes com
contagens diminuidas de plaquetas, e compcosicgdes para o tratamento
de pacientes com contagens diminuidas <de plaquetas, o qual
cempreende uma quantidade eficaz do referido polipéptido em uma
forma de dosagem farmacolcgicamente aceitdvel em conjuntoc com um

portador farmacologicamente aceitavel.

‘Técnica Antecedente

A interleucina © [F. Takatsuki et al., Cancer Research, 50, 2885~
2890 (1990)]1, o factor inibidor da leucemia [D. Metcalf et al.
Blood, 76, 50-56 (1990)], o factor de células estaminais [P. Hunt



et al. Blood, 80, 904-911 (19%2)], o factor estimulador de éolénia
de macrdéfagos (M-CSEF; pedido de patente de investigagdo japonésa
publicada No. 11705/94) e a trombopoietina [de Sauvage et al.
Nature, 369, 533 (19%4)] sd3c conhecidas comc substidncias gque
possivelmente promovem a produgdo de plaguetas. Além disso, a
conagenina [Japanese Cancer Association # 2235 (1992)1, Y25510 [A
113% reunidc anual da Sociedade Farmacéutica do Japdo, PB13-22
(1993)], os derivados de 2-piranona [pedido de patente japonésa nédo
investigada publicada No. 213758/93], e FK565 (W093/23066) si&o
conhecidas como substincias de baixo peso melecular as quais

possivelmente promovem a produgdo de plaguetas.

Sabe-se gque o hG-CSF é um dos polipéptidos essenciais para o©
crescimento das células estaminais hemopoiéticas e a diferenciacdo
leva a formagdo de varios tipos de hemdcitos, e exerce um efeito
promotor do crescimento, na maior parte dos granulécitos e, em

particular nos neutréfilos.

Como um polipéptido modificado que apresenta actividade de hG-CSF
em que o©s Jgrupos sdo quimicamente modificados com um agente de
modificagdo quimico, wum hG-CSF quimicamente modificado obtido
através da modificacgio de pelo menos um grupo amino do polipéptido
que apresenta actividade de hG-CSF com um derivadeo de polietilenc
glicol é& conhecide (pedido de patente japonésa ndc investigada
publicada No. 316400/89, WC90/06952, pedido de patente japonésa ndo
investigada publicada No. 32559/92). N3o tem sido conhecido gque
estes polipéptidos de hG-CSF quimicamente modificados exercam um

efeito promctor da produgdo de plaguetas.

Divulgacdo da Invencio




A invengdo refere-se a um polipéptido quimicamente modificado em
‘que pelo menos um do grupo aminc, carboxilo, mercapto cu guanidina
na mclécula de polipéptido que tem actividade hG-CSF é quimicamente
modificado, e um agente promotoro da produgdo de plagquetas que
compreende o referido polipéptido, um métode para tratar um
paciente com contagens diminuidas de plaquetas gue compreende
administrar wuma gquantidade eficaz do. referido pelipéptido ao
paciente, a utilizacgdo do referido polipéptido para a producgdo de
composig®es farmacéuticas 'que s&c Uteis para o tratamento de
pacientes com diminuicdo de plaguetas, e composigdes para tratar um
pacilente com contagens diminuidas de plaguetas, que compreendem uma
quantidade eficaz do referido polipéptido em uma forma de dosagem
farmaceuticamente aceitdvel juntamente  com um portador

farmaceuticamente aceitével.

Mais ‘especificamente, a invengdo diz respeito a um polipéptido
quimicamente modificado em gue pelo mencs um do grupo amino,
carboxilc, mercapto ou guanidino na molécula de polipéptido que tem
actividade de hG—CSF é quimicamente modificado com um derivade de
polialguileno glicol ocu um copolimero de estireno-acido maleico, e
um agente de promogdo da produgdo de plaquetas que compreende o
referide polipéptido, um método para tratar um paciente com
contagens diminuidas de plaquetas que compreende administrar uma
guantidade eficaz do referido pclipéptido ac paciente, a utilizacédoc
do referido polipéptido para a produgao  de composicdes
farmacé&uticas que =230 uteis para 0 tratamento de pacientes com
contagens diminuidas de placguetas, e composigdes para tratar um
paciente com contagens diminuidas de plaquetas, que compreende uma
quantidade eficaz do referido polipéptide em uma forma de dosagem
farmaceuticamente aceitavel Juntamente com um portador

farmaceuticamente aceitével.



Os derivados de polialquileno glicol incluem, por exemplo,
derivados de polietileno glicol, derivados de polipropilenc, e

derivadecs de copclimerc de polietileno-pelipropilenc.

Com referéncia mais especifica aos agentes para modificarem
quimicatm'enteir pelc menos, um dos grupos amine, carboxilc, mercapto
e guanidina, o agente de modificacdo quimica do grupo amino inclui,
por exemplo, derivados de polialguileno glicol que tém a férmula
(I): | '

R' (M) ~X-R* (I)

em  que r! represénta um grupo de alguilo ou de alcanoilo; M
representa a férmula:

~OCH,CHa—, ~OCH,CH,CHp -,
ou

- (OCH2CH3) r— (OCH,CH,CH2 ) 5

em gue r e s tém quaisguer valores integrais positivos varidveis,
que sd&o os mesmos ou diferentes; n guaisquer valores integrais
positives wvaridveis; X representa uma ligag¢do singular, O, NH, ou

S; e R? representa a férmula:

R
N /N-—(
— 2

em que R® representa OH, halogéneo, ou a férmula:

_xa_ (Ma) na—Rla



em que X?, M® R e na tém o mesmo significado que o X, M, R' e n,
acima mencionados, respectivamente, e Y representa halogéneo ou a
férmula: '

—%-(CHz) p= (O) n~W

em que Z representa 0, S, ocu NH; W representa um grupo de

carboxilo, um seu derivado activo, ou a férmula:

NHz’ . Hal-
-
-C-0OR

em que r? representa um grupo de algquilo; e Hal representa
halcgéneo, e p tem um valor integral de 1 a 6; e m tem um valor de
0 ou 1,

— (CO) pa— (CHp) «—W*

em gue Wa. e ma tém o mesmo significado como © W e m acima
mencionados, respectivamente; e -t tem um valor integral de 0 a ¢,
ou |
NH,'+Hal®*"
- (CH;) ;,—C-OR"*
em gue Hal?, pa e R*® tém. o mesmo significado que o Hal, p e R%

acima mencionados, respectivamente, e os copolimeros de estireno-

dcido maleico tém a férmula (II):

CH-CHp~CH—CH CH-CHj-CH~-CH
C=0 C=0

A "Moo un

em que u e v tém quaisquer valores integrais positivos variéaveis,

que sdo os mesmos ou diferentes; e R’ representa um A&tomo de



hidrogénic, ou um grupo de algquilo. Os agentes de modificacédo
quimicos de grupc carboxilc incluem, por exemplo, derivados de

polialguileno glicol gque tém a férmula (III):
R™= (M°) qp-NHp  (I11)

em que M°, R™ e nb tém os mesmos significados que o M, R e n,
acima mencionados, respectivamente. Os agentes de_ modificacdo
gquimicos de grupo de mercapto sdo derivados de polialguileno glicol
que tém a férmula (IV): '

O

.Hw"(Mc)nc"'N I (m

O -
em que M®, R'®, e nc tém os mesmos significados que o M R!' e n
r 4

acima mencionados, respectivamente, e o0s copolimeros de estireno-

Adcido maleico tém a férmula

CH-CHz-CH-CH CH-CHj,- CH—-—CH
c oc o
OH 0R5=

em que R°?, ua, e va tém os mesmos significados que R®>, U, e V,
acima identificados, respectivamente, e um de Q e R representa um

grupc de carboxilo, e ¢ outro representa a férmula:

o)
| N—=(CHa)pp-NH-CO—

O




em que pb tem os mesmos significados que o p acima identificado. O
agente de modificacdo quimico do grupo de guanidino inclui, por

exemplo, derivados de polialquileno glicol que tém a férmula (VI):
# o
[R'Y(M%,5 olq——©— GOCHO (V1)

em que g tem um valor de 1, ou 2, e M% R™, e nd tém os mesmos

significados gue M, R', e n, acima identificados, respectivamente.

No grupc de modificag&c quimice come usado na presente invengdo, ©
grupo de alquilo representado por R', R*, e R® inclui, por exemplo,
grupcs lineares ou ramificades que tém de 1 a 18 atomos de carbono
taid como metilo, etilo, propilo, isopropilo, butilo, iscbutilo,
sec-butilo, térc—butilo, pentilo, isopentilo, hexilo, iso-hexilo,
heptilo, octilo, iso-octile, decilo, dodecilo, tetradecilb,
hexadecilo, e octadecilo; os grupos de alcanoilo representados por
R* incluem, por exemplo, grupos lineares ou ramificados que tém de
1 2 18 atomos de carbono tals como formilof acetilo, propionilo,
butirile, valerilo, pivarcilo, pentanoilo, lauroilo, myristoilo,
palmitoilo, e estearbilo; o halogéneo representado por R?®, Y, e Hal
inclui, por exemplo, atomos de cloro, bromo, e iodo; os derivados
activos de um grupo de carboxiloc representado por W incluem, por
exemplco, haletos &cidos tais como cloreto acide e brometo acido,
ésteres activos = tais comc  éster de p-nitrofenilo e N-
oxisuccinimida, e anidreos misturados incluindo carbonato de
monoetiléster e carbonatoc de monoisobutile. Os simbolos n, r, s, u,
e v significam Valores integrais positivos de 1 a 1,000, e
preferivelmente, n é de 7 a 500, e r, s, u e v sdc cada um entre 1

e 200. Os pesos moleculares de grupos de modificacdc guimicos



variam de 500 a 100,000, e preferivelmente variam de 1,000 a

40,000.

Como og polipéptidos que tém actividade de hG-CSF da presente
invencdo, gqualquer péptido gque tem actividade de hG-CSF pode ser
usado, e preferivelmente, os polipéptidos que compreendem a
sequéncia de aminodcido de SEQ ID NO:1, uma parte da referida
sequéncia, ou a sequéncia de aminodcido, na gqual uma parte de
aminoécidos da referida sequéncia s&o substituidos por outros
amincécidos [Nature, 319, 415 (1986), pedido de patente néao
examinado publicado Jjaponés No. 267292/88, pedido de patente né&o
examinado publicadec japonés No. 299/88, e WO087/01132], podem ser
utilizados. Uma forma de realizagdo de polipéptidos que compreendem
uma sequéncia de amincacidos em que uma parte da seguéncia é
substituida por outros aminodcidos {derivados de hG-CSF) é

ilustrada na Tabela 1.

Tabela 1
Posig&c do amincacido de éminoécido substituido em derivadecs de hG-CSF
terminal N (hG-CSF de SEQ ID| a) | b) c) d} | e) £y ] gy | h) i) ) k)Y | 1)
NO:1) ‘
2° (Thr) * | Val| Cys| Tyr| Arg| * | Asn| Ile| Ser| * | Ala| *
4“ (Leu) Glu| Ile| TIle| Ile| Thrxr| Thr| Glu| Thr| Thr| * Thri *
5° (Gly) . . : Lys| Arg| Arg| Arg| Arg| Arg| Arg| Arg| Arg| Arg| Tyrj *
6° (Pro) : Ser| Ser| Ser| Ser| Ser| Ser| Ser| Ser| Ser * | Arg| *
18° (Cys) . Ser >Ser Ser| Ser| Ser| Ser| Ser| Ser| Ser| Ser| Ser| Ser

*: aminodcido n&o substituido

Na molécula dos péptidos que tém actividade de hG-CSF em que mais

do que um grupo estéd, geralmente presente em relacido a cada um dos
grupos de amino, carboxilo, mercapto, e guanidino, um desses grupos

& suficiente para ser guimicamente modificado.



Os péptides que tém actividade de hG-CSF podem ser quimicamente
modificados pela reaccdo dos agentes guimicos incluindo derivados
de polialguilenc glicel, tal como derivados de polietileno glicol,
derivades de polipropilenogliceol e derivados de copolimero de
polietileno.glicol—polipropileno gliceol, e derivados de copolimero
de estireno-acido maleico, com o polipéptido (derivados de hG-CSF},

que compreencdem grupos de amino, carboxilo, mercapto, ou guanidino.

Comc o método para a reacgdo do polipéptido que compreende grupos
de aminrno, carboxilo, mercapto, ocu guanidino ‘com derivados de
polietileno glicol ou derivados de polipropilenoglidol} os métodos
convencionais [por exemplo, o pedido de patente ndo examinado
publicado Japonés No. 316400/89, Biotech. Lett., 14, 559-564
(1992), Bio/Technology, 8, 343-346 (1990)] ou as suas modificacgdes

podem ser utilizados.

Como o método para a reaccgdo com derivados de copolimerc de
pclietileno glicol-polipropileno glicol, os métodos convencionais
[por exemplo, ¢ pedido de patente ndoc examinado publicado japonés
No. 59629/84, o pedido de patente n&oc examinado -publicado japonés
Ne. 176586/85, W089/06546, EPO539167A2] ou suas modificacdes podem

ser utilizadocs.

Como o método para a reaccdc com derivados de copolimeroc de
estireno—écido maleido, os métodos convencionais [por exemplo, BIO
INDUSTRY 5, 489-505 (1%988), o pedido de patente ndo examinado
publicade Jjaponés No. 85922/89, o pedido de patente nido examinado
publicado japonés No. 99573/88] ou as suas modificacdes podem ser

utilizados.
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Como um exemplo do péptido quimicamente modificado com ‘actividade
de hG-CSF, os péptides modificados obtidos através da ligacd3o de
pelo menos um grupo de amino do hG-CSF com um grupo descrito pela

seguinte fdérmula (Ia):
R'- (OCHsCHy) ,-X~R*~  (Ia)
em que R! representa um grupc de alquilo ou de alcanocilo; n tem

qualguer valor integral positivo varidvel; X representa uma ligacdo

singular, O, NH, ou S; e R® representa a férmula:

em que R** representa OH, halogéneo, ou a férmula:
~X?— (CH2CH0) namR*

em que X%, R™ e na sdo idénticos ao referido X, R!' e n,

respectivamente, e Y representa uma ligacdo singular ou a férmula:
—-%—(CHz) p~ (O) n~CO~

em que Z representa O, 3, ou NH; p tem um valor integral de 1 a 6;

e m tem um valer de 0 ou 1,

- (CO) ma= {CH3) +~CO-
em gue ma é idéntico ao referido m; e t tem um valor integral de 0

a .6,
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Em cada grupo da férmula (Ia), o grupc de alguilo, o grupo de
alcanoilo, o halogéneo, e o valor integral positivo s&o definidos

do mesmo modo agueles na referida fédrmula (I).

Além do mais, um novo hG-CSF quimicamente modificade ou um derivado
de hG-CSF quimicamente modificado pode ser fornecido pela presente

invengao.

Como o novo hG-CSF quimicamente modificado, os péptides modificados
obtidos através da ligagdo de pelo menos um grupe aminc e um grupo

descritc pela formula seguinte (Ib):

Rab
N~
R'—Mjrx— N
N={ o
Z“(CHz}p" O - CO it

(Ib)

em que R! representa um grupo de algquilo ou de alcanoilo; M

representa a férmula:
© =0OCH»,CH3-, -OCH,CH2CHz~
ou
- (OCHCHz) y— (OCHCH2CH3z) s~
em gue r e s tém guaisquer valores integrais positivos varidveis,
gue s&c os mesmos ou diferentes, n tem gualguer valor integral
positivo varidvel; X representaz uma ligac¢doc singular, O, NH, ou S;

R¥® & idéntico a R®; Z representa 0, S, ou NH; e p tem um valor

integral de 1 a 6.
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De 1 a 5 moléculas de derivados de polietileno glicol, derivados de
polipropilenoglicol, derivados de copolimero de polietileno glicdl—
polipropilenoglicol ou derivados de copolimero de estireno-acido
maleice ligam-se a hG-CSF guimicamente modificados ou a derivados
de hG-CSF quimicamente modificadcs. Consequentemente, ¢ hG-CSF
guimicamente modificado e os derivados de hG-CSF quimicamente
modificados sdo utilizados na forma de uma mistura de 1 a 5
combinagdes moleculares, ou cada combilnacdo fraccionada. No
fraccionamento do hG-CSF quimicamente modificado e dos derivados de
hG-CSF guimicamente modificados, varias cromatografias tais comc
cromatografia de troca de ides, cromatografia por filtracdo de gel,
cromatografia de fase reversa, e cromatografia hidrofdbica, e
fraccionamento de sulfato de amdénio podem ser apiicadas, as guais
s8o geralmente utilizadas nc fraccionamento de polipéptidos de

cadeia longa.

O grau de modificacdo guimica é confirmada pela reducdo nos grupos
livres, ¢ qual ¢é determinado pelo acompanhamentc da morbidade do
hG-CSF guimicamente modificado utilizando eletroforese de gel de

poliacrilamidalde sulfato de dodecilo de sddio.

O ensaio da proteina na invencdo fol realizado pelos seguintes

métodos experimentais.

Método experimental 1

Na presente invencdo, a concentracdc da proteina . foi determinada
pelo método de Lowry et ali. [Lowry, C.H. et al., J. Biol. Chen.,
193, 265 (1951)1].

Método experimental 2
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&

De acorde com o método de Laemmli [U.K. Laemmli: Nature, 227, 680
(1970)]1, a eletroforese de gel de SDS-poliacrilamida fol realizada,
e, depoié as proteinas manchadas separadas no referido gel com azul
brilhante Coomassie, a concentragdc da proteina foli determinada por
meio de um cromatodigitalizador (CS-9230, da firmae Shimadzu

Corporation).
Os seguintes exemplos experimentais servem para 1lustrar a
actividade farmacoldgica do hG-CSF c¢guimicamente modificade e dos

derivados de hG-CSF quimicamente modificados.

Exemplo experimental 1

Actividade de G-CSF e o efeito promotor sobre células leucémicas,
as células de NFS-60 do hG-CSF guimicamente modificado e os

derivados de hG-CSF quimicamente modificado.

A actividade do hG-CSF quimicamente modificado e os derivados de
hG-CSF gquimicamente modificado obtidos nos seguintes exemplos de
Referéncia 4, 6, &, 12, 15, 17, 19, 20 e no Exemplo 4 para as
células da medula 6ssea de ratos foram determinados de acordo com ©
método de Ckabe et al. [M. Okabe et al., Blood, 75, 1788 (1990)].
Além disso, a actividade da promog¢do do crescimento contra as
células de NSF-60 [K. Helmes et al. Proc. Natl. Acad. Sci. E.U.A.,
82, 6687 (1985)1 de acordo com o métcdo de Asano et al. [Asano et

al. Jpn. Pharmacol. Ther. 19, 2767 (1991)]. Os resultados séo

mostrados na Tabela 2.



14

Tabela 2
Namero de moléculas Actividade promotcora de
HG-CSF*1 Compostos guimicamente |modificadas do composto producdo {%)*?
{Derivados) medificados gue se ligam a uma Células da medula|Células de
molécula de hG-CS¥ Ossea NFS60
Exemplo de
Nenhum O 100 100
Referéncia 3
Exemplo de
Exemplc de Referéncia 4 3 18 21
Referéncia 3
Exemplo de
Exemplc de Referéncia 6 1-4 15
Referéncia 3
SEQ ID NO:1 |[Exemplo de Referéncia 8 1-4 19
Exemplo de
Exemplce de Referéncia 9 1-4 12
Referéncia 3
Exemplc de Referéncia
SEQ ID NO:1 1-3 17
11
Exemplo de Exemplc de Referéncia. 3 33
l_
Referéncia 3 (12
Exemplo de Exemplc de Referéncia -2 11
Referéncia 3 |15
Exemplo de Exemplo de Referéncia 3 24
Referéncia 3 |17
Exemplc de Exemplo de Referé&ncia 5 10
Referéncia 3 (17
Exemplo de Exemplc de Referéncia ) -
Referéncia 3 |17
Exemplo de
Exemplc 4 - 3 17
Referéncia 3
Exemplo de
Exemplo 4 2 24
Referéncia 3
Exemplc de
. Exemplo 4 1 ‘ : 53
Referéncia 3

*1: Origem do hG-CSF ou dos derivados de hG-CSF utilizados.
*2; Actividade relativa (%) quando a actividade deo derivado de hG-CSF produzido no Exemplo

de Referéncia & de 100%.

Exemplo experimental 2
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Efeito promotor sobre a recuperacdc da diminuigdc de plaquetas no

corpo total dos ratos expostos a radiagéc

Nos estudos ilustrados nas Tabelas 3 e 4, 5 ratos machos BALB/c
(com 10 semanas de idade) foram utilizados, e no estudo ilustrado
na Tabela 5, 4 ratos machos BALB/c¢ {com 6 semanas de idade) foram
utilizados. Depeois de 3 Gy de irradiacédo corporal total (a partir
dagui designado por Rx) por rato a partir de fonte radiocactiva 137
Cs (RI-433, da firma Toshiba Corpcration}, estes ratos foram
criades em uma gaiola limpa em um lccal de ambiente livre de
patogénios especifico. Agua e alimentos estavam disponiveis para
uma alimentacdo livre. Como controlos ndo tratados, o©s ratos sem

irradiacdo foram destacados de forma semelhante.

O hG-CSF guimicamente modificado e os derivados de hG—CSF
guimicamente modificados ilustrados nas Tabelas 3 a 5 foram
dissolvidos em soro fisioldgico, respectivamente, e administrados
por via subcuténea numa Unica dose de 5 pg/0,2 mL por rato, em que
a solucdo de um derivado de hG-CSF quimicamente modificade (tri-
tipo)} foli administrada uma vez no dia seguinte ao do Rx, ou duas
vezes no dia seguinte ao do Rx e no 5° dia no estudo ilustrado na
Tabela 3, & ¢ hG-CSF quimicamente modificade e os derivados de hG-
CSF guimicamente modificados foram administrados uma vez no dia

seguinte ao do Rx nos estudos ilustrados na Tabela 4 e 5.

O sangue foi colectado sequencialmente a partir da veia na Aarea do
olhe de murino, e a contagem de plaquetas foi determinada
utilizando um contador automético de células (CC-180A, TCA MEDICAL
ELECTRONICS CO., Ltd.). 0Os resultados séo-mostradbs nas Tabelas 3 a
5.

Tabela 3
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Contagem média de plaquetas (%)*2
Administracdo de derivados de hG-CSF quimicamente _ _ i i i

dias apds o inicio da irradiagdo
modificados*1l

0 5 9 11 13 20

Nac tratado 100 | 95,7 |37,7| 53,5 | 59,5| 80,6
Bdministrado no 1° dia : 100 | 94,5 |54,0|109,8/(100,3| 24,8
Administrado no 1° e no 5° dia 100 |100,1}40,2|118,6i101,3| 105,1

*1: Derivado de hG-CSF quimicamente modificadc (tri-tipc) do Exemplo de Referéncia 4.
*2: Contagem média relativa de plaguetas (%) quande a centagem do grupo de controlo ndo

irradiado é de 100.

Tabela 4
Contagem média de plaquetas (Z}*
hG-CSF administrado de quimicamente
: dias apés o inicio da irradiacéo
modificado (derivados)
0 6 8 9 10 11 12
N&oc tratado 100 88,9 36,2 | 42,1 51,2 67,6 | 74,2
Exemplo de Referéncia 8 100 | 101 41,1 | 83,2 88,5 126 133
Exemplo de Referéncia 9 100 103 41,0 | 66,3 88,9 142 159
Exemplo de Referéncia 11 100 84,1 | 34,5 | 51,6 | 81,3 112 130
Exemplo de Referédncia 12 - 100 93,1 42,4 66,1 82,7 145 1490

*1: Contagem média relativa de plaquetas (Z) gquando a contagem do grupo de controlo ndc

irradiado é de 100.

Tabela 5

Contagem média de plaguetas (%)*
hG-CSF administrado de quimicamente modificado.

dias apés o inicio da irradiacdo
{derivados)

| O 6 8 10 11 12

N&o tratade 100 | 58,9 | 26,6 35,1 38,3 45,1
Exemplo de Referéncia 19 100} 55,1 | 30,5 62,7 98,5 |1103,86
Exemplo de Referéncia 20 100 | 52,4 | 29,1 | 61,3 | 84,6 |105,1

*1: Contagem média relativa de plaguetas (%) quando a contagem do grupo de controlo néo

irradiado é de 100.

Nos ratos que receberam 3 Gy do grupo de irradiacdo corporal total,
a contagem de plaquetas diminuiu acentuadamente, alcangéndo o
minimo no dia 8 2 2 do Rx, e posteriormente aumentada gradualmentef
no entanto, durante todos os estudos, a contagem de plaguetas néao

recuperou para ¢ nivel de pré-irradiacdo. No entanto, nos ratos que
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recebem o hG-CSF quimicamente modificado e os derivados de hG-CSF
quimicamente modificados, a redugdo da contagem de plaguetas foil
reprimida, a contagem aumentou arcadamente no dia 8 a 9 apés a
irradiacdo, e a contagem recuperou totalmente para o seu nivel de
pré-irradiagdo no dia 11 a 12 apds a irradiagZc. Um efeito
semelhante também foi visto no grupo em gque o0s agentes foram

administrados no dia seguinte ao do Rx e no 5° dia.

Exemplo experimental 3

Efeito de promocio o reduzido na recuperacido contra a redugdo de

plaguetas no tratamento com farmaco anti-cancro

5-fluorouracil (5-FU, Kyowa Hakko Kogyec Co., Ltd.), um agente anti-
tumcral, foi administrade intraperitonealmente a 5 ratos BALB/C
machos (com 9 semanas de idade), a uma dose de 100 mg/kg. No dia
seguinte ao da administragdo de 5-FU, o hG-CSF quimicamente
modificado (tri—tipo) obtido no Exemplo de Referéncia 4 foi
dissclvide em soro fisiocldgico, e administrado por via subcutdnea
numa unica dose de 5 pg/0,2 wmlL por rate. O sangue foi‘colectado
sequencialménte a partir da veia de murino da &rea do olho, e as
contagens de plagquetas foram determinadas utilizando um contador

automatice de células. Os resultados sdc apresentados na Tabela 6.

Tabela 6
Contagem médiza de plaqﬁetas (%)*2
hG-CSF administrado de quimicamente modificado dias apds o inicio da
{derivados) administracdo de 5~FU
0 4 5 6 7
WNio tratado 100 (31,2 27,1 39,1 €0, 4
Administrade ne 1° dia 100 | 42,3 | 43,6 68,3 103,7

*1: Derivado de hG-CSF quimicamente modificade (tri-tipo) do Exemplo de Referéncia 4.
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*2: Contagem média relativa de plaquetas (%) guande a contagem do grupo de controlo nédoc

irradiade é de 100.

No grupo de administragdoc de 5-FU, a contagem de plaquetas diminuiu
a partir do 4° dia de administracdoc, atingiu o minimo, no 5° dia e,
em seguida, recuperou para o seu nivel de pré-administragdo no 9°
dia. No grupc de hG-CSF cguimicamente modificado, & redugido de
plagquetas fol suprimida, e um efeitc promotor claro sobre a
recuperacdo foi notadc apdés o 6° dia. No dia 7 apds a
administragdo, a contagem de plaquetas recuperou para o seu nivel

de pré-administracgdo.

Exemplo experimental 4

Efeito promotor na recuperag¢do contra a diminuic¢do de plaquetas no

transplante da medula éssea

Depois de 10 Gy de Rx de fonte radioactiva Pies (RI-433, da firma
Toshiba Corporation), 4 ratos machos BALB/c {com 8 semanas de
idade) foram colocados em uma gaiéla limpa em um local ambiental
SPF. No dia a seguir & .irradiacdoc, eles foram transplantados com 2
% 10° células da medula dssea (sem 13 de nédilon aderente), da mesma
estirpe. Apbds 2 horas, o hG-CSF quimicamente mcdificado (tri-tipo)
obtide no Exemplo de Referéncia 4 fol dissclvido em soro
"%isiolégico, e administrado por via subcutdnea em uma dose fGnica de
10 ug/0,2 mL, 20 pg/0,2 mL, ou 40 nug/0,2 mL por ratoc. O sangue foi
colectado sequencialmente a partir da veia murina na &rea do olho e
as contagens de plaquetas foram determinadas utilizando um contador

automdtico de células. Os resultados sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7
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Transplante de Dose de derivados de hG-CSF Contagem media de plaguetas (%) -
medula &ssea quimicamente modificados*
Dias depeis do inicio da irradiagdoe
(ng)
0 7 11 12 13 15
N&o tratado 0 100 7.1 11,3 3,2 7.1 morto
Transplantade 0 100 6,3 15,8 29,1 52,3 75,8
Transplantade ’ 40 100 | 6,6 21,4 42,0 | 81,5 | 118,7
Transplantado 20 100 6,9 23,9 46,6 86,1 117,6
Transplantade 10 100 | 7,9 17,6 43,8 | 79,8 | 108,7

*1: Derivados de hG-CSF quimicamente modificado (tri-tipo) do Exemplo de Referé&ncia 4.
*2: Contagem média relativa de plaguetas (%) quando a contagem do grupo de controlc ndc

irradiado é de 100.

Todos o©s ratos que receberam 10 Gy de irradiagdo de corpe total
experienciaram contagens de plaquetas seriamente reduzidas, e
moerreram ao fim de 2 semanas. Os ratos com células da medula dssea
transplantadas ndo morreram, mas a diminuigcdo da contagem de
plaguetas continucu por mais de 2 semanas. Os ratos transplantados
com medula &éssea que recebem hG-CSF guimicamente modificado
mestraram o efeito promoter na recuperacdo da contagem de plagquetas
de uma maneira dependente da dose apdés o 11° dia, e recuperam parsa
mais do que o seu nivel de pré-irradiagdo no 15° dia apdés a

irradiacédo.

Exemplo experimental 5 Ensaio de toxicidade aguda

4 ratos machos BALB/c com 5 a 10 semanas de idade receberam o hG-
CSF quimicamente modificado (tri-tipo) obtido no Exemplo de
Referéncia 4, a uma Unica dose de 25 pg por rato. Em um outro
ensaio, apds a administragdoc de uma dose de 20 pg, fol administrado
cada 20 pg adicional no 1°, 5° e 9° dia apds a administragdo. Em
ambos os testes, a mortalidade foil observada para verificar gque os
ratos néo sofreram nenhuma modificacdo na condigdo saudavel e que

nenhum rato morreu.
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Confcrme descrito nos exemplos experimentais, o hG-CSF quimicamente
modificade e os derivados de hG-CSF guimicamente modificados
revelam um efeito promotor claro com vista a recuperacgdo de
contagens de plaquetas, de contagens de plaguetas seriamente
reduzidas causadas pela irradiacgdo, quimioterapia para © cancro, ou
transplante de medula &ssea, indicando assim a sua utilidade como

um promctor da producgdo de plaquetas.

Além de hG-CSF quimicamente modificado e dos derivados de hG-CSF
guimicamente modificades, outras citocinas‘ ou premotores da
producic de plaquetas de baixo peso molecular podem ser utilizados.
Como outras citocinas, existem a interleucina 3, & interleucina 6,
o factor inibidor da leucemia, o factor de células estaminais, o
factor estimulador de colénia de macréfago, a trombopoietina. Como
promotor da producdc de plaquetas de baixo peso molecuiar, existem

a conagenina, Y25510, os derivados de 2-piranona, FK565.

0 hG-CSF quimicamente modificade e os derivados de hG-CSF
guimicamente modificados podem ser utilizades por si sés ou em
varias formas de dosagem. As compcsicBes farmacéuticas da presente
invencdc podem ser produzidas por se misturar uniformemente uma
dose eficaz como um componente active do hG-CSF gquimicamente
modificado e dos derivados de hG—CSF'quimicamente modificados e um
portador farmacologicamente aceitavel. Preferivelmente, essas
composigdes férmacéuticas estdo em uma forma de dosagem conveniente

para a administracdo através de injegéo.

'As preparacdes injectaveis podem ser preparadas utilizando o hG-CSFE
guimicamente modificade ou os derivados de hG-CSF guimicamente

modificados, e portadores tais como a agua destilada, uma solugdo
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de sal, uma solucdo de glicose, ou uma mistura de uma solucdc de
sal e de uma solugdo de glicose. Nesta preparacdo, de acordo com um
métode convencional, as preparacdes podem ser preparadas sob a
forma. de uma sclucdo, suspensdo ou dispersdo, usando um agente
auxiliar adequado. Além disso, as preparag¢des liofilizadas podem
ser preparadas por se liofilizarem as referidas preparacgdes. Embora
a condicido de liofilizag&c ndoc seja especificamente restrita,
normalmente, as referidas preparacdes sdo congeladas a menos de -50
°C durante 1 a 5 horas, secas a uma temperatura de prateleira de -
20 °C a 0 °C, e em um vacuc de 50 a 150 mTorr durante 24 a 48
horas, e posteriormente a uma temperatura de prateleira de 10 °C a
30 °C, e em um vacuo de 50 a 100 mTorr durante 16 a 24 horas para

se obter a preparacgido liofilizada.

O promotor da produgdo de plaquetas da invencao pode incluir varios
portadores comuns farmacéuticos, constituintes de medicacdo,

diluentes, estabilizadores, ou inibidores de adsocrcgéo.

Embora a dose e a frequéncia da administracdo sejam decididas
dependendo da forma de dosagem, da idade. do paciente,‘ do peso
'corporal, doenga e condices subjectivas, geralmente, em um adulto,
15 ng a 1,5 mg, preferivelmente 25 a 500 pg do hG-CSF gquimicamente
modificado ou dos derivados de hG-CSF quimicamente modificados séo
administrades 1 a 7 <wvezes por semana. Quanto & vwvia de
administracdo, a injecgdo intravenosa ou subcuténea é utilizada. O
promotor da producdo de plaguetas da presente invengdo, além disso,

¢ utilizado como um supositério ou getas nasais.

A invencdoc é adicicnalmente ilustrada através dos exemplos

seguintes.



22

Melhor Forma para a Realizacdoc da Invencgdo

Exemplo 1 Injeccdo

A injecc¢d@o composta das seguintes composigdes foli preparada pelo

método descrito a seguir.

10 mg do derivado de hG-CSF gquimicamente modificado obtido no
Exemplo de Referéncia 4 foram dissolvidos em 80 mL de solucdo de
PRS, e adiciocnados 2 mg de polissorbato 80 (Wako Pure Chemical
Industries, Ltd.), 100 mg de albumina de soro humano (Sigma, Ltd.),
e 1,5 g de D-maniteol, e ajustade para um volume de 100 mL com PBS.
Depois de filtracdo asséptica através de um filtro de membrana
descartavel com uma porosidadé de 0,22 um, cada 2 mL da solugdo
resultante fol assepticamente adicionada a um frasco de vidro para

se obter a injeccdo (que contém 0,2 mg de ingredientes activos por

frasco).
Prescrigéo

Derivado de hG-CSF quimicamente modificado (tri—tipo) 0,2 mg
Polissorkato 80 : 0,04 mg
Albumina de soro humano 2,0 mg
D-manitol 30 mg
NaCl , 16 mg
KC1 0,4 mg
KH,PO, ' ' | 0,4 mg
12-hidrato de Na;HPO4 5,8 mg

2,0 mL

Exemplo 2 Injecgado
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A injecgdc composta das seguintes composigdes foil preparada pelo

método descrito a seguir.

50 mg do derivade de hG-CSF gquimicamente modificado obtido no
Exemplo de Referéncia 4 foram dissolvidos em 80 mL de solucdc de
PBS, e adicionados 2 mg de polissorbato 80 (Wako Pure Chemical
Industries, Ltd.), e 1,5 g de D-manitcl, e ajustado para um volume
de 100 mI. com PBS. Depois de filtragdc asséptica através de um
filtro de membrana descartédvel com uma porcsidade de 0,22 um, cada
2 mL da solucgdo resultante fol assepticamente adicionada a um
frasco de vidro para se obter a injecgdc (que contém 1,0 mg de

ingredientes activos por frasco).

Prescricdo
Derivado de hG-CSF guimicamente modificade (tri-tipo) l,O-mg
Pclissorbato 80 0,04 mg
D-manitol | , 30 mg
NaCl 16 mg
KC1l C,4 mg
KH,PO,4 0,4 mg
12-hidrato de Nas;HPQO, 5,8 mg

2,0 mL

Exemplo 3 Injecgéo

A injeccdo composta das seguintes composi¢des fol preparada pelo

método descritc a seguir.

10 mg do derivado de hG-CSF quimicamente modificado obtido no
Exemplo de Referéncia 4 foram dissolvidos em 80 mL de solugdo de
PBS, e adicicnados 2 mg de polissorbatoc 80 (Wako Pure Chemical

- Industries, Ltd.), 100 mg de albumina de soro humano (Sigma, Ltd.),
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e 1,5 g de D-manitol, e ajustado para aproximedamente pH 5 com
4cido fosforico e um volume de 100 mL com &gua destilada para
injeccédo. Depois de filtragdo asséptica através de um filtro de
membrana descartével com uma porosidade de 0,22 pm, cada 2 mL da
solucdo resultante foi assepticémente adicionada a um frasco de
vidro para se obter a injecgdo (gque contém 0,2 mg de ingredientes

activos por frasco).

Prescrigdo
Derivado de hG-CSF quimicamente modificado (tri-tipo) 0,2 mg
Polissorbato 80 0,04 mg
Albumina de soro humano .2,0 mg
D-manitel 30 mg
Nacl e 12,8 ng
KCl : 0,32 mg
KH,PCy | 0,32 mg
12-hidrato de NayHPO; 4,64 mg
dcideo fosférico v q.s.

2,0 nL

Exemplo 4~

35 mL de 50 mM de tampéo fosfato (pH 7,3) contendo 31,5 mg do
derivado de hG-CSF obtido no Exemplc de Referéncia 3 foram
ajustados para pH 8,7 com 5% de hidrdéxido de sédio; e adicionados
5,0 g de 2,4-bis{o-metoxipolietilenogliceol)-6-{l-aminopropiloxi-
carboniloxi~4'-nitrofenil)-s-triazina, e a reacgdo fol realizada a
4 °C durante 7 dias. A referida solucdc de reaccdo, foi adicionado
sulfato de aménioc a uma concentracdo final de 0,7 M, e carregado em
uma coluna (2,5 cm x 6,1 cm = 30 mL}) de butil-Toyopearl 650M (da
firma Tosoh Corporation) equilibrado com 10 mM de tampdo Tris-HCL

(pH 7,5) centendo 0,7 M de sulfato de aménic a uma taxa de fluxo de
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30 mL/hr. Depois de se lavar a coluna com 90 mL de 10 mM de tampdo
Tris-HC1 (pH 7,5) contendo 0,7 M de sulfato de amdnioc com uma taxa
de fluxo de 30 nmL/h, a eluig¢do foi realizada com um gradiente
linear decrescente da concentracdo de sulfato de aménio de 0,7 a 0
M em 10 mM de tampdo Tris-HC1 (pH 7,5) em um volume total de 180
ml, a uma taxa de fluxo de 30 mL/hr. A substéncia desejads foil

eluida a concentragdes de sulfato de aménio entre 0,47 M e 0,16 M.

Sulfate de amdnio fol adicionado a uma concentracdo final de 0,7 M
para a fraccdo eluida, e carregado em uma coluna (2,5 cm x 12 cm =
60 mL) de butil-Toyopearl 650M (da firma Tosoh Corporation)
equilibrado com 10 mM de tampdo Tris-HCLl {(pH 7,5) contendo 0,7 M de
sulfato de aménio com uma taxa de fluxc de 60 mL/hr. Depoils de se
lavar a coluna com 180 mL de 10 mM de tampdoc Tris-HC1 (pHE 7,5)
contendo 0,7 M de sulfato de amdnic com uma taxa de fluxo de 60
mL/hora, a eluigdc foi realizada com um gradiente linear
decrescente da concentracgdo de sulfato de amébnio de (¢,7 a O M em 10
mM de tampdo Tris-HCl (pH 7,5) em um volume total de 600 mL, a uma
taxa de fluxo de 60 mL/hr. A substéncia desejada foi eluida em
concentracgdes de sulfato de aménio entre 0,38 M e 0,11 M. 200 mL da
fracgdoc eluida foi wultrafiltrado [corte Mr ou limite de pesc
molecular nominal 10.000: YM10 (da firma Amicon Co., Ltd.)] e
concentrado para 6,5 mL. A referida soclucdo concentrada foi
carregada em uma coluna (2,5 cm x 45 cm = 220 mL) de Sephacryl S-
300 (da firma Pharmacia Co., Ltd.) equilibrada com PBS a uma taxa
de fluxoc de 44me/hora e, em seguida, o PBS fol passado a mesma

taxa de fluxo.

Apbés © 1inicic de PBS, o derivado de hG-CSF quimicamente modificado
(tri-tipo) em que 3 moléculas de Aacidos carboxilicos de polietileno

glicol ligados a uma molécula de hG~CSF foi eluido com de 92 mL e
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100 ml, o derivado de hG-CSF guimicamente modificados (di-tipo) em
gue 2 moléculas de acidos carboxilices de pelietileno glicol ligado
foi eluida de entre 100 mL e 104 mL, ©¢© derivade de hG-CSF
quimicamente modificado (mono-tipec) em gue uma molécula dos &cidos
carboxilicos de polietileno glicol ligada foi eluida a de entre 116
mL e 120 mL, com 1,0 mg ({rendimento, 3,0%), 1,4 mg {rendimentc,

4,4%), e 1,1 mg (rendimento de 3,6%).

0 ntmero de moléculas dos derivados de polietilenc glicol que se
ligam a uma molécula do derivado de hG-CSF em monc-tipo, di-tipo,
e tri-tipo foram confirmados por eletroforese em gel de

poliacrilamida-S8DS.

Também, nos seguinfes exemplos de referéncia, o nUmero de moléculas
de ligagdo dos derivadcs de polietileno glicol e &a pureza do
derivado de hG-CSF quimicamente modificado foram confirmadas por

eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS.

Exemplo de referéncia 1

Producgdc de 6—cloro-2,4¥bis(o—metoxipolietilenoglicol)—s—triazina

20 g de metoxipolietilenoglicol com um peso molecular médio de
4.000 (da firma Nippon 0il and Fats Co., Ltd.) foram dissolvidos em
100 mL de tolueno anidro contendo 10 g de carbonato de sdédio
anidro, e aguecidos a 110 °C durante 30 minutos, e depois
adiciocnados 500 mg de cloreto cianturico, e aquecidos a 110 °C
durante 24 horas. As substincias residuais foram removidas, e 300
mL de éter de petrdleo foram adicionados para a precipitacgdc, e os
referidos precipitados foram lavados varias vezes com éter de
petrdleo, e 10 g do cloreto objectivo foram obtidos (rendimento,

50%) .
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Exemplo de referéncia 2

Produgéo de éster de N-hidroxisuccinimida de 6- (3—-carboxi

propilamino)-2,4-bis (o~metoxipolietilenoglicol)—S—triazina

500 mg de cloretos obtides no Exemplo de Referéncia 1 foi
dissolvido em 9 mL de tetrahidrofurano anidro. Por outro lade, a-
solucdo acima foi adicionada a uma sclucdo em que 10 mg de acido
butirico gama—amino e 28 ul de trietilamina foram dissolvidos em 1
mL de N,N-dimetilformamida anidrc e, em seguida agitadeo a
temperatura ambiente durante 16 horas. Apds a dessecagdo sob
pressdo reduzida, 30 mL de cloreto de metileno € 15 mL de 10 mM de
tampac fosfato (pH 10) paia distribuicdo. A sua fase superior foi
ajustada para pH 1 com 2N de &cido cloridrico, em seguida, 30 mL de
cloreto de metileno £oram acrescentados, e a distribuicdo foi
conduzida nevamente. A fase inferior foi fraccionada, seca com
sulfato de sédio anidfo, em seguida filtrada, concentrada sob
pressdo reduzida, e 150 mg de &4cido carboxilico objetivo foram

obtidos (rendimento de 30%).

150 mg do referido &acido carbdénico e 3 mg de N-hidroxisuccinimida
foram dissolvidos em 1 mL de cloreto de metileno anidro, e apds a
adicdc de 6 mg de N,N'-diciclo-hexilcarbodiimida {(DCC) em gelo, foi
agitado & temperatura ambiente durante - 12 horas. A diciclo-
hexilureia deradora (DCU) foi filtrada, exsicada -'sob pressio
reduzida, e 100 mg do éster objectivo foram obtidos (rendimento,

67%) .

Exemplo de referéncia 3
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Os derivados de hG-CSF (Tabela 1, composto k), gque compreendem a
sequéncia de aminodcido definida em SEQ ID NO: 1 em gue o primeiro
aminodcido, treonina, foi substituide por alanina, o terceiro
aminodacido, leucina, foi substituido por treonina, o© quarto
aminodcido, (glicina, foil substituido por tirosina, o quinto
aminoécido, prolina, foi substituide por arginina, e o décimo
sétimo aminodcido, cisteina, foi substituido por gserina,

respectivamente, foram obtidos da seguinte forma:

E. coli W3110 estirpe A (Escherichia cocli ECE£BD28 FERM BP—1479)
possuindo o plasmideo pCEBD28 gque compreende o ADN que codifica o
referide derivado de hG-CSF foi cultivada: em meio LG [10 g de
Bacto-Triptona, 5 g de extracte de levedura, 5 g de cloreto de
sédio e 1 g de glicose foi dissolvido em 1000 mL de &gua, e o pH
ajustade para 7,0 com NaOH] a 37 °C durante 18 horas, e 5 mL da
cultura foi inoculada em 100 mﬁ de meio MCG (0,6% de NayHPO,, 0,3%
de KH,PO,, 0,5% de cloreto de sdédio, 0,5% de acidos casamino, 1 mM
de MgSQs, 4 ng/mi de vitamina By, pH 7,2) contendo 50 pg/mL de
ampicilina, a 30 °C durante 4 a 8 horas, e, em seguida, 10 nug/mL de
dcido 3 B-indoleacrilico (a partir daqui designado por Iaa), um-
derivado de triptofanc foi adicionade, adicionalmente a cultura foi
continuada durante 2 a 12 horas. A cultura foi centrifugada a 8000
rpm durante 10 minutos, as células foram recolhidas, e lavadas com
30 mM de clorete de sédio e 30 mM de tampdc Tris-HCl1 (pH 7,5). As
células lavadas foram suspensas em 30 mL do referide tampdo, e
ultrassonicadas (BRANSON  SONIC POWER  COMPANY SONIFIER CELL
DISRUPTOR 200, OUTPUT CONTROL 2) a 0 °C durante. 10 minutos. Os
referidos sedimentos ultrassonicados, foram centrifugados a 9000
rpm durante 30 minutos para se obterem granulados das células. A

partir do sedimento, de acordo com o método de Marston et al.
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[F.A.0. Marston et al.: BIO/TECHNOLOGY, 2, 80C (1984)], o derivado

de hG-CSF foi extraido purificado, solubilizado, e redobrado.

Exemplo de referéncia 4

A 100 mL de 50 mM de tampdc fosfato (pH 7,2) contendo 300 mg do
derivade de hG-CSF obtidc no Exemplo de Referéncia 3, 800 mg do
éster activado obtido no Exemplo de Referéhcia 2 foram adicionados
e, a reaccdc foi realizada a 4 °C durante 24 horas. Apds a adigdo
de 100 mL de 10 mM de tampdoc Tris-HCl (pH 8,0) contendo 0,7 M de
sulfato de aménio, a mistura de reacg¢do foil carregada em uma ccluna
(2,2 cm X 26 cm) dé butil-Toycpearl 650M (da firma Tosoh
Corporation) eguilibrada com 10 mM de tampdc Tris-HCl (pH 8,0)
contende (0,35 sulfato de ambdnic a uma taxa de fluxo de 100 mL/hr.
Depois de se lavar a coluna com 100 mL de 10 mM tampdo de Tris-HCL
(pH 8,0) contendo 0,35 M_de sulfato de ambénic com uma taxa de fluxo
de 100 mL/h, a eluigdo foi realizada“ com um gradiente linear
decrescente da céncentragéo de sulfato de amdénioc de 0,35 a 0 M em
10 mM de tampdc Tris-HCl1 (pH 8,0) em um volume total de 400 mlL, a
uma taxa de fluxo de iOO mL/hr. A substéncia desejado foi eluida em
concentracdes de sulfatc de amdnio de entre 0 mM e 250 mM. 250 mL
da fracgdc eluida foi ultrafiltrada [Corte Mr ou limite de peso
molecular 10,000: ¥YM10 (da firma Amicon Cc., Ltd.)] e concentrada
para 10 mL. A referida solugdo concentrada fol carregada em uma
coluna (5,6 cm x 40 cm} de Sephacryl $-200 (da firma Pharmacia Co.,
Ltd.) a uma taxa de fluxc de 160 mL/hora e, em seguida, ¢ PBS foi

passado & mesma taxa de fluxo.

Depois de se passar o PBS, o derivado de hG-CSF gquimicamente
modificado (tri-tipo) em que 3 moléculas de Aacidos carboxilicos de

polietileno glicol ligadas a uma molécula de hG-CSF foram eluidas
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de entre aproximadamente 360 mlL e aproximadamente 400 mL, o
derivado de hG-CSF guimicamente modificadeo {di-tipo) em que 2
moléculas de acidos carboxilicos de polietilenc glicel -ligadas
foram eluidas de entre aproximadamente 420 mlL e aproximadamente
450 mL, o derivado de hG-CSF quimicamente modificado (mono-tipo) em
que uma molécula de &cidos carboxilicos de polietileno glicol
ligada fol eluida de entre aproximadamente 50C mL e aproximadaménte
530 mL, com 2,1 mg (rendimento: 7%), 1,5 mg (rendimento: 5 %), =
1,5 mg (rendimento: 5%). Os nivels de pureza do mono-tipo, di-tipo,

e tri-tipo sdoc todes de mais de 90%.

Exemplo de referéncia 5

Produgéo de éster de N-hidroxisuccinimida de carboxilco de metilo de

monometoxipolietileno glicol

4 g de carboxilo de metilo de monometoxipolietileno glicol
suficientemente desidratados (da firma WNippon 0il and Fats Co.,
Ltd.) (0,8 ﬁmol), com um peso molecular médio de 5,000 e 184 mg de
N-hidroxisuccinimida (HONSu) foram dissolvidos em 40 mL de cloreto

de metileno anidro, e adicionados 300 mg de DCC em gelc a uma

‘corrente de Argon, e agitados durante 30 minutos. Posteriormente,

retornando & temperatura ambiente, apds a agitacdo durante 1,5
horas, uma matéiia inscoluavel (DCU) foi filtrada, e a filtrado foi
concentrado para 16 mL sob pressfo reduzida. A solucdo resultante
fol adicionada gota a gota a 240 mL de éter etilico anidro para
gerar um precipitado, e depois de se lavar o precipitado com éter
etilico anidrec, o solvente fol removido sob pressdoc reduzida, e 2,8

g do composto obijectivo (0,56 mmol) foi cbtide (rendimento: 70%).

Exemplo de referéncla 6
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225 mL de 50 mM de tampdo fosfato (pH 7,3) contendo 202,5 mg do
derivado de hG-CSF obtido no Exemplo de Referéncia 3 foi ajustado
para pH 8,1 com 5% de hidrdéxido de sdédic, e 1,1 g de éster de N-
hidroxisuccinimida de carboxilo de metilc de monometoxipolietileno
glicol obtido no Exemplc de Referéncia 5 foi adicionado ac referido
hG-CSF contendo solugdo, e a reaccdo foi realizada a 4 °C durante 6
‘horas. Posteriormente, a solucgdo de reacgdo fol cobtida através da
adicdc de 0,5 mL de solugdc aguosa contendo 26,7 mg de
‘tris(hidroximetil)-aminometano. A solucédo de reacgéao foi
centrifugada a 8,000 rpm, 4 °C, durante 40 minutos, e o sulfato de
aménio foil adicionade a 370 mlL do sobrenadante a uma concentracdo
final de 0,68 M, e a solucdo foli carregada em uma coluna (b cm x
6,6 cm = 130 mL)} de Dbutil-Toyopearl 650M (da .firma Tosch

Corporation}, com uma taxa de fluxoc de 130 mL/hr.

Depois de se lavar a coluna com 390 mL de 10 mM de tampdo Tris-HC1
(pH 7,5) contendo 0,68 M de sulfato de amdnioc com uma taxa de fluxo
de 130 ml/hora, a eluicdo fol realizada com 390 mL de 10 mM de
tampdo Tris-HC1 (pH 7,5) a .uma taxa de fluxo de 130 mL/hr. A
substéncia pretendida foi eluida de entre 35 mL e 80 mL. 45 ml da
fracgdo eluida foram ultrafiltrados [corte Mr de limite de peso
molecular nominal de 10;000: YM10] e concentradces para 30 mL. A
referida solugdo concentrada foi carregada em uma coluna (5 cm x 51
cm = 1,000 mL) de Sephacryl S-200 (da firma Phamacia Co., Ltd.)
equilibrada com PBS a uma taxa de fluxo de 200 mL/h, e, em seguida,
o PBS foi passado & mesma taxa de fluxo. O polipéptido de hG-CSF
quimicamente modificado fei eluido de entre cerca de 200 mL e cerca
de. 380 mL depois de passar o PBS, o qual era uma mistura das
ccombinagdes de 1 a 4 moléculas de polietiléno glicel (de mono-tipo

a tetra-tipo) (peso total: 158 mg; rendimento: 78%).
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Exemplo de referéncia 7

Produgdo de ésterde N-hidroxisuccinimida de carboxilo de metile de

monometoxipolietiléno glicol

12 g de carboxile de metilo de monometoxipolietileno glicol
suficientemente desidratades (da firma Nippon O0il - and Fats Co.,
Ltd.) (1,2 mmol), com pesc molecular médio de l0,000‘e 276 mg de
HONSu foram dissclvidos em 120 mL de cloreto de metileno anidro, e
adicionados 495 mg de DCC em gelo em uma corrente de é&rgon, e
agitado durante 30 minutos. Posteriormenﬁe, retornando a
temperatura ambiente, apds agitacdo durante 1,5 horas, uma matéria
insoltvel (DCU[ foi filtrada, e o filtrade foi concentrado para 48
'mL sob pressdo reduzida. A solugdo resultante foi adicionada gota a
‘gota a 720 mL de éter etilico anidro para gerar um precipitado, e
depois de se lavar do precipitado com éter etilico anidro, o
solvente fol removido sob pressdo reduzida, e 10,0 ¢ do composto

objectivo (1,0 mmol) foram obtidos (rendimento: 83%).

Exemplo de referéncia §

30 mL de 50 mM de tampdo fosfato (pH 7,3) contendo 40,8 mg de hG-
CSF compreendendo a sequéncia . de aminoacide SEQ ID NO: 1 foi
ajustada para pH 8,3 com 5% de hidréxido de sédio, e adicionada a
326 mg de éster de N-hidroxisuccinimida de carboxilo de metilo de
monometoxipolietileno glicel obtido no Exemplo de Referéncia 7 em
gele, e a. reaccdo foi conduzida a 4 °C durante 6 horas.
Posteriormente, a solugdo de reacgéo fol obtida por se adicionarem
0,1 mL de uma solugéd aguosa de 3,9 mg de tris-
(hidroximetil)aminometano. Sulfato de ambénic foi adicionado &

solugdc de reacgdo a uma concentracdo final de 0,7 M, e carregado
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em uma coluna (2,5 cm x 8,1 cm = 40 mlL) de butil-Toyopearl 650M (da

firma Tosoh Corporation), com uma taxa de fluxo de 40 mL/hr.

Depois de se lavar a coluna com 120 mL de 10 mM de tampdo Tris-HCL

(pH 7,5) contendo 0,7 M de sulfato de amdénio a uma taxa de fluxo de
40 mL/hora, a eluigdo £foi realizada com um gradiente linear
decrescente de concentracdo de sulfato de aménio de 0,7 a 0 M em 10
mM de tampdo Tris-HCl (pH 7,5) em um volume total de 240 mL, a uma
taxa de fluxc de 40 mL/hr. A substéncia desejado foi eluida a
concentragdo de sulfato de aménio de entre 0,33 M e 0,05 M. 90 mL
da fraccdo eluida foi ultrafiltrado [corte Mr ou limite de peso
molecular nominal de 10,000: YM10 (da firma Amicon Co., Ltd.)] e
concentrado a 6 mL. A referida soluc¢dc concentrada fol carregada em
uma ccluna (2,5 cm x 45 cm = 220 mL) de Sephacryl S-300 (da firma
Pharmacia Co., Ltd.) equilibrada com PBS a uma taxa de fluxo de 44
mL/hora e, em seguida, o PBS foi passado & mesma taxa de fluxo. O
poclipéptido de hG-CSF guimicamente modificado fol eluido de entre
cerca de 60 mL e cerca de 102 mL apds o inicio de PBS, gue foi uma
mistura das combinag¢des das moléculas 1 a 4 de polietilenc glicol

(mono-tipo a tetra-tipo) {peso total, 9,5 mg; rendimentoc de 23%).

Exemplo de referéncia 9

338 mL de 50 M de tampdo fosfato (pH 7,3) contendo 304,2 mng do
derivado de hG-CSF obtido no Exemplo de Referéncia 3 foi ajustado
para pH 8}1 com 5% de hidréxide de sédio, e 4,8 g de éster de N-
hidroxisuccinimida de carboxilo de metilo de monometoxipolietileno
glicol obtidas no Exemplo de Reféréncia 7 foil adicionado ao
referido hG-CSF contende solugdo em gelo, e a reaccgido foi realizada
a 4 °C durante 6 horas. Posteriormente, a solucdo de reaccdo foi

obtida através da adigdao de 0,5 mL de uma solugdo aquosa contendo
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58,1 mg de tris(hidroximetil)aminometanoc. A sclugdo de reacgéo.foi
centrifugada a 8,000 rpm, 4 °C, durante 40 minutos, e o sulfato de
aménio fol adicionado ao scbrenadante em uma concentracdc final de
0,68 M, e a solugdc foi carregada em uma'coluna (5 cm x 7,1 cm =
140 mL) de butil—Toyopearl 650M (da firma Tosch Corporation)
equilibrada com 10 mM de tampdo Tris HC1l (pH 8,0) contendo 0,68 M

de sulfato de amdénio a uma taxa de fluxo de 140 mL/hr.

Depois de se lavar a coluna com 420 mL de 10 mM de tampiao Tris-Hcl
{pH 8,0) contendo 0,68 M de sulfato de aménio a uma taxa de fluxo
de 140 mL/hora, a eluicdo fol realizada com 420 mL de 10 mM de
tampdo Tris-HCl1 (pH 8,0) a uma taxa de fluxc de 140 mL/hr. A
substéncia apontada foi eluida de entre 82‘mL e 184 mL. A fraccéao
eluida, 102 mL, foil carregada em uma coluna (10 cm x 50 cm = 3,900
ml) de Sephacryl $-300 (da firma Pharmacia Co., Ltd.) equilibrada
com PBS a uma taxa de fluxo de 780 mL/hora, e depois o PBS foi
passado érmesma taxa de fluxo. O polipéptido de hG-CSF guimicamente
modificado foil eluido entre cerca de 1,600 mi e cerca de 2,070 mL
apdés o inicioc do PBS, o qual fol umae mistura das combinacdes das
moléculas 1 a 4 de polietileno glicol (mono-tipc a tetra-tipo)

(peso total: 216 mg; rendimento: 71%).

Exemplo de referéncia 10

Produgdo de éster de N-hidroxisuccinimida de 6-{3-carboxi-

propilamino)=~2,4-bis (o-metoxipolietilenoglicol)-s-triazina

412 mg (4,0 mmol) de &cido butirico gama-amino foi dissolvido em
300 mI. de 0,1 M de tampdo borato (pH 10), e 20 g (2 mmol) de 6-
cloro-2,4-bis (o~metoxipolietilenoglicol)-s—triazina (da firma

SEIKAGAKU CORPORATION) foi adicionado em gelc, e agitado a 4 °C
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durante a noite. Depois de se agitar adicionalmente a mistura &
temperatura ambiente durante 6 horas, a solugdo fol ajustada para
pH 1 com 1 N de A&cido cloridricc, e extraida wutilizando
cloroférmio. A fase de cloroférmio foi seca com sulfato de sddio
anidro, e separada por filtragdo apds ser secada. 0O solvente fol
removido sob pressdc reduzida, e o sdlido geradecr foi adicionado a
acetona seca, e dissolvidoc. A referida solugdo de acetona foi
concentrada sob pressdc reduzida, e o é&cido carboxilico objectivo
fol recristalizado por se deix&-lo & temperatura ambiente, e 15,8 g

(1,6 mmol) do referido cristalino foi obtido.

10 g (1,0 mmol) do referido A&cido carboxilico e 230 mg de N-
hidroxisuccinimida foram dissolvidas em cloretc de metileno anidro,
e adicionados a 413 mg de DCC em geloc em uma corrente de &rgon, e
agitadaé durante 30 minutos. Posteriormente, depois de a retornar a
temperatura ambiente e agitéd-la dﬁrante 1,5‘ horas, uma ﬁatéria
insoltvel (DCU) fci filtrada, e o filtrado foi concentrado a 40 mL
sob press@o reduzida. A solugdo resultante foi adicionada gota a
gota em 600 mL de éter etilicc anidro para gerar um precipitado, e
depois da lavagem do - precipitado com éter etiliéo anidro, o
solvente foi removido sob pressdc reduzida, e 7,7 g (0,77 mmol) do

Q

composto objectivo foi obtido (rendimento: 77%).

Exemplo de referéncia 11

30 ml de 50 mM de tampdo fosfato (pH 7,3) contendo 40,8 mg de hG-
CSF compreendendo a sequéncia de aminoicido de SEQ ID NO: 1 foram
ajustados para pH 7,2 com 5% de hidréxido de sédioc, e 326 mg de
éster de N-hidroxisuccinimida de 6~(3-carboxipropilamino)-2,4-
bils{o-metoxipolietilenoglicol)-s-triazina obtide ne Exemplo de

Referéncila 10 foi adicionado em gelo, e a reaccgdo fol conduzida a 4
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°C durante 48 horas. Posteriormente, a solucdo de reaccdo foi
obtida por se adicicnarem 0,1 mL de uma solugdo agquosa de 3,9 mg de
tris(hidroximetil)aminometano. O sulfatc de amdénio foi adicionado a
solucdo de reacgdo a uma concentracdo final de 0,7 M, e carregada
em uma coluna (2,5 cm x 8,1 cm = 40 mL) de butil-Toyopearl 650M (da

firma Tosoh Corporation), com uma taxa de fluxo de 40 mL/hr.

Depois de se lavar a coluna com 120 mL de 10 mM de tampdoc Tris-HCl
(pH 7,5) contendo 0,7 M de sulfato de aménioc com uma taxa de fluxo
de 40 mL/hora, a eluicio foli realizada com um gradiente linear
'decrescente da concentragdo de sulfato de aménio de 0,7 a 0 M em 10
mM de tampdo Tris~HC1 (pH 7,5) em um volume total de 240 mL, a uma
taxa de fluxo de 40 mL/hr. A substdncia desejada foi eluida a uma
concentracdo de sulfato de amdnio entre 0,35 M e 0,07 M. 90 mL da
fracgdo elulda foi wultrafiltrada [corte Mr ou limite de peso
molecular. nominal 10,000: YM10 (da firma Amicon Co., Ltd.)] e
concentrada para 6 mL., A referida solugdo concentrada foi carregada
em uma cecluna (2,5 cm x 47 cm = 230 mlL) de Sephacryl S-300 (da
firma Pharmacia Co., Ltd.) equilibrada com PBS a uma taxa de fluxo
de 46 mL/hora é, em seguida, o PBS  foi passado a mesma taxa de
fluxo. O polipéptidd de hG-CSF quimicamente modificado foi eluido
cém‘entre cerca de 110 mL e cerca de 145 mL apdés o inicio do PBS,
gque foi uma mistura das combinac¢des das moléculas 1 a 3 de
polietileno glicol (mono-tipo a tri-tipo) (peso total, 7,8 mg;

rendimento: 19%).

Exemplc de referéncia 12

600 mL de 50 mM de tampdc fosfato (pH 7,3) contende 540 mg do
derivado de hG-CSF obtido no Exemplc de Referéncia 3 foram

ajustadas para pH 7,2 com 5% de hidrdéxido de sédio, e 8,7 g de
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éster de N-hidroxisuccinimida de 6-{3-carboxipropilamino)-2,4-"
bis(o-metoxipolietilenoglicol)-s~triazina obtide no Exemplo de
Referéncia 10 foil adicionado em gelo e, a reacgdo feoi conduzida a 4

°C durante 48 horas.

Posteriormente, a solugic de reaccdo foi obtida pela adigdo de 0,5
mL dé uma solugdo aquosa de 105 mg de .tris—(hidroximetil)
aminometano. A solucdo de reacgdc fol centrifugada a 8,000 rpm, 4
°C, durante 40 minutos, e ¢ sulfato de aménic fol adicionado a 600
mlL do scbrenadante a uma concentragédc final de 0,68 M, e a solugdc
fol carregada em uma ccluna (5 cm x 18 cm = 350 mL) de butil-
Toyopearl 650M (da firma Tosch Corporation) equilibrada.com 10 mM
de tampdo Tris-HC1 (pH 7,3) contendo 0,68 M de sulfato de aménio

com uma taxa de fluxo de 350 mL/hr.

Depois de se lavar a coluna com 700 mL de 10 mM de tampéo Tris-HCl
{(pEH 7,5) contendo 0,68 M de sulfato de aménio com uma taxa de £luxo
de 350 mL/hora, a eluigdo foi realizada com um gradiente linear
decreécente da concentra¢do de sulfato de amdénio de 0,68 a 0 M em
10 mM de tampdo Tris-HC1 (pH 7,5) em um volume total de 2,800 mL, a
uma taxa de fluxo de 350 mL/hr. A substancia desejada foi eluida a
concentragdo de sulfato de aménio entre 0,39 M e 0,20 M. 800 mL da
fracgdo eluida foi ultrafiltrado [corte Mr 10,000: YMIO (da firma

Amicon Co., Ltd.)] e concentrado para 100 mL. A referida solucéo

- concentrada foi carregada em uma coluna (10 cm x 50 cm = 3900 mL)

de Sephacryl S$5-300 (da firma Pharmacia Co., Ltd.) eguilibrada con

PBS a uma taxa de fluxo de 780 mL/hora e, em sequida, o PBS foi

passado & mesma taxa de fluxo. O polipéptido de hG-CSF gquimicamente

medificado foi eluido entre cerca de 1,750 mL e cerca de 2,250 nmL

- apdés o inicio do PBS, que £foi uma mistura de combinacdes das
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moléculas 1 a 3 de polietileno gliccl (mono-tipo a tri-tipo) (peso

total: 303 mg; rendimento: 56%).

Exemplo de referéncia 13

Produgdc de 6e{3~carboxipropilamino)—2,4—bis(o—metoiipoliétileno

glicol)-s~triazina

1C0 g (8,33 mmol) .dé nmonometoxipolietilenoglicol suficientemente
desidratade {(da firma Nippon ©0il and Fats Co., Ltd.), com um peso
molecular médio de 12,000, 9,3 g de éxido-de zinco (da firma Wako
Pure Chemical Industries, Ltd.), 83,5 g de seiva molecular (tipo
4A) (da firma Wako Pure Chemical Industries, Ltd.) foram
dissolvidos em benzeno seco, e deixados em uma corrente de argon
durante al noite a temperatura ambiente. Posteriormente, a seiva
molecular foi removida, e 42 g de seilva molecular foram novamente
adicionados, e a solugdo foi deixada durante a noite, de forma
semelhante. Em seguida, a seiva molecular foi removida, e a solugdo
foi destilada a 80 °C em uma corrente de A&rgon utilizando um
destilador, e o primeiro destilado de 50 ml., fol removido. Além
disso, utilizando um extractor Soxhlet {(para solo) carregado por-
100 g de seiva molecular (tipoc 4A), a sclucdo fol desidratada com
refluxo a 80 °C, em uma corrente de &rgon durante a noite. Apds o
arrefecimente, 36 mg (4,0 mmol) de cloreto ciantrico foi adiciohado‘
4 solucdc de reacgdo e de forma semelhante desidratado com refluxo
durante 5 dias. O cloretoc cianurico recristaliiado pbr éter étiiico
seca foi utilizado neste caso. Postericrmente, a solugdo foi
-arrefecida & temperatura ambiente, 300 mL de benzeno seco foi
adicionado & solucdo, a solucdoc foi centrifugada a 3,600 rpm
durante 10 minutos, e os materiais insclivels foram remcvidos. O

sobrenadante foi concentrado sob pressdo reduzida para 300 mL, e
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adicionado gota a gota a 3,000 mL de éter etilico seco para gerar
um precipitado. O referido precipitado fol recolhido, e lavado com
éter etilicce seco e, em seguida, o© solvente foi removido sob

press3o reduzida, e o precipitado seco foi obtido.

100 g do referido precipitado seco foi adicionado a 1,000 mL de 0,1
M de solucdo tampdo de borato (pE 10), no gual 24 g (12,0 mmol) de
dcide butirico gama-amino foram dissolvidos em 1000 mL de tampdo,
em gelo, e agitado a 4 °C durante a noite. Apds agitacéo
adicionalmente & temperatura ambiente durante & horas, a solucdo
fol ajustada paﬁa PH 1,0 com 1IN de Acido cleridrico, e extraida com
cloroférmio. A fase de cloroférmioc foi seca com sulfato de sédio
anidro, e separada por filtragdo, e do solvente foi removido sob
pressdo reduzida. A acetona seca foi adicionada ao sbé6lido branco
gerador e o sélido foi dissclvido. A referida solucdo de acetona
fci concentrada scb pressdo reduzida, e feita para récristaliiar
per deixa-la a femperatura ambiente, e 90 ¢ do produto bruto
contendo aproximadamente 70 a 80% do composto alvo foi obtido. Este
produtc foi dissclvido em 6,000 mL de &gua destilada, e cérregado
em uma coluna de resina de troca de anides HPA—?S (da firﬁa
Mitsubishi Chemical Corporation), que fol equilibrada com é&gua
destilada, depcis de se passar previamente 12,000 mL de 2N de
hidreto de sédio, e as fracgdes contendo o composto objecto como um
ingrediente principal foram coletadas por eluigéd com Agua
destilada. A solugdo resultante fol ajustada para pH 1,0 com 1N de
dcido cloridrico, e extraida com cloroférmio. A fase de cloroférmio
foi Seéa com suifato de sédio anidro e separada por filtracgdo, e o
solvente fol removido sob pressdo reduzida, e 43,6 g do composto

objectiveo altamente purificado foram obtidos {(rendimento: 43%).

Exemplo de referénciag 14
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Producgéo de éster de N-hidroxisuccinimida de 6— (3-carboxi-

propilamino)-2,4-bis{o-metoxipolietilenoglicol)-s-triazina

25 g de 6-(3-carboxipropilamino)-2,4-bis(o-metoxipolietilenoglicel)
.—s—triazina que foi sintetizado e suficientemente seco, de acordo
com o método dc Exemplo de Referéncia 13 e 240 mg de N-
hidroxisuccinimida foram dissolvidos em 400 mL de cloreto de
metileno anidre, e adicionados a 431 mg de DCC em gelo em uma
corrente de &rgon, e agitades durante 30 minutos. Posteriormente,
ap6és o retorno & temperatura ambiente e agitacgdo durante 1,5 horas,
uma matéria insclavel (DCU) foi filtrada, e o filtrado foi
concentrado sob pressdo reduzida para 160 mL. A sclucdo resultante
foi adicionada gota a gota a 2,400 mL de éter etilicc anidro para
gerar um precipitado, e depois de se lavar o referido precipitado
com éter etilico anidro, o solvente fol removide sob pressédo
reduzida, e 21,4 g (0,89 mmol) do ﬁomposto alvo foi obtido

(rendimento, 89%).

Exemplo de referéncia 15

560 mL de 5C mM de tampio fosfato (pE 7,3) contendo 504 mg do
derivado de hG-CSF obtido no Exemplo de Referéncia 3 foram
ajustados para pH 7,3 com 5% de hidréxido de sédio, e 22,4 ¢ de
éster de N-hidroxisuccinimida ‘de 6- (3-carboxipropilamino) -2, 4~
bis(o-metoxipolietilenoglicol)-s-triazina obtidec no Exemplo de
Referéncia 14 fol adicicnado em gelo e, a reacgdo foli conduzida a 4
°C durante 48 horas. Posteriormente, a solugdo de reaccdo foi
obtida pela adicdo de 0,5 mL de uma solucgdoc aqﬁosa de 113 mg de
tris (hidroximetil)-aminometanc. O sulfato de aménioc fol adicionado

a uma concentracdo final de 0,7 M & solugdo de reacgdo, e a solucdo
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foi carregada em uma ccluna (5 cm x 25 cm = 500 mL) de butil-

Toyopearl 650M (da firma Tosoh Corporation) equilibrada com 10 mM

de tampdo Tris-HCl (pH 7,5%) contendo 0,7 M de sulfato de amdnio com
uma taxa de fluxo de 500 mL/hr. Depois de se lavar a coluna com
1,500 mL de 10 mM de tamp8o Tris-HCl (pH 7,5} contende 0,7 M de
sulfato de aménioc a uma taxa de fluxc de 500 mL/hora, a eluicdo foi
realizada com um gradiente linear decrescente de concentragdo de
sulfato de aménic de 0,7 a2 0 M em 10 mM de tampdo Tris-HC1l (pH 7,5)
em um volume total de 3,000 mL, a uma taxa de fluxoc de 500 mL/hr. A
substancia desejada foi eluida a concentracdo de sulfato de aménio
entre 0,55 e 0,08 M. O sulfatc de amdénio foi adicionado é fraccéo
eluida em uma concentracdo final de 0,7 M, e carregado em uma
coluna (5 cm x 15 cm = 300 mL) de butil-Toyopearl 650M (da firma
Tosoh Corporation) equilibrada com 10 mM de tampdo Tris-HCl (pH
7,5} contendo 0,7 M de sulfato de aménio com uma taxa de fluxo de
450 mL/hr. Depois de se lavar a coluna com 1,500 mL de 10 mM de

tampdoc Tris-HCLl (pH 7,5) contendo'O,T M de sulfato de aménio com

‘uma taxa de fluxoc de 450 mL/hora, a eluigdo fol realizada com 900

mL de 10 mM de tampdo Tris-HCl (pH 7,5) a uma taxa de fluxo de 450
mL/hr. A substdncia desejada foi eluida entre 67 mL e 132 mL. A
fracgdo eluida, 100 mL, foi carregada em uma coluna (5 cm x 5C cm =
1000 mL) de Sephadex G-25 (da firma Pharmacia Co., Ltd.).
equilibrada com PBS a wuma taxa de fluxo de 300 mL/hr.
Posteriormente, o PBS fol passado pela mesma taxa de fluxo. O
polipéptido de hG-CSF guimicamente modificado foi eluido entre
cerca de 350 mL e cerca de 500 mL apés o inicio do PBS, que foi uma
mistura das combinag8es das moléculas 1 a 4 de polietileno glicol

(mono-tipo a tetra-tipo) {peso total: 282 mg; rendimento: 56%).

Exemplo de referéncia 16
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Produgdo de 4-nitrofeniloxicarbonil (o-metoxipeolietilenoglicol)

5,5 g de metoxipolietilenoglicecl suficientemente desidratade (da
firma Nippon 0il and Fats Cec., Ltd.) (0,55 mmol), com um peso
molecular médio de 10,000 foram dissclvidos em 27,5 mL de cloreto
de metileno seco, e 0,153 nmL de trietilamina e 222 mg de
cloroformato de 4~nitrofenilo'foram adicionados e agitados em uma
corrente de &argon, & temperatura ambiente durante -4 horas. Durante
a agitagdo, o pH foi mantido a uma'temperatura entre 7,5 e 8,5,
‘adicionando trietilamina. A solugdo de reaccdo foi concentrada a 20
mL sob pressdo reduzida, e adicionada gota a gota a 300 mL de éter
etilico seco para gerar um precipitado. O referido precipitado foi
recristalizadc com acetato de etilo, e 4,8 g do composto alvo‘foi
obtido por secagem sob pressdo reduzida (0,48 mmél) {(rendimento,

87%).

Exemplo de referéncia 17

45 mL de 50 mM de tampéo_fosfato (pH 7,3) contendo 40,5 mg do
derivado de hG~CSF obtido no Exemplo de Referéncia 3 foi.ajustado
para pH 8,7 com 5% de hidréxide de sédio, e 4,3 g de 4-
nitrofeniloxicarbonilo co-metoxipolietilenoglicol) obtido no Exemplo
de Referéncia 16 foi adicionado em gelo, e a solugdo de reacgdo foi
‘obtida pela réacgéo. deles a 4 °C durante 3 dias. O sulfatoc de
aménio foi adicionado & solugdo de reaccdo a uma concentragdo final
de 0,7 M, e carregado em uma coluna {2,5 cm x 12 cm = 60 mL} de
butil-Toyopearl 650M (da firma Tosch Corporation) equilibrada com
10 mM de tampdo Tris-HCl (pH 7,5) contendo 0,7 de sulfato de aménio
com uma taxa de fluxo de 60 mL/hr. Depois de se lavar a coluna com
180 mL de 10 mM de tampdo Tris-HCl (pE 7,5) contendo 0,7 M de

sulfato de amdbnio, a uma taxa de fluxo de 60 m/h, uma eluigdo foi
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realizada com um gradiente linear decrescente de concentragdo de
sulfato de aménio de 0,7 a 0 M em 10 mM de tampdo Tris-HCl (pH 7,5)
em um volume total de 360 mL, a uma taxa de fluxo de 60 mL/hr.

Posteriormente, azporgao ndo diluida remanescente foi eluida por se
passar 180 mL de 10 mM de tamp&c Tris-HCl (pH 7,5). A substéancia
desejada foli eluida em concentragdes de sulfato de amdnio de 0,4 M
a 0 M. A fraccdo eluida, 210 mnL, foi ultrafiltrada [corte Mr
10,000: ¥YM10 (da firma Amicon Co., Ltd.)] e concentrada a 30 mL. A
referida solugdoc concentrada foi cérregada em uma coluna (5 cm x 51
cm =‘lOOO mL) de Sephacryl $-300 (da firma Pharmacia Co., TLtd.)
equilibrada com PBS a uma taxa de fluxo de 200 mL/h, e, em seguida,

Y

o PBS foi passade & mesma taxa de fluxo.

Apds o inicio de PBS, o derivado'de hG-CSF guimicamente modificado
(tri-tipo) em Que 3 moléculas de acidos carbexilicos de.polietileno
glicol ligadas a uma molécula de hG-CSF foi eluida situando-se
gntre cerca de 285 mL e cerca de 305 mL, o} cbri#ado de hG;CSF.
guimicamente modificado (di-tipc) em gue 2 molééulas de &cidos
carboxilicos de polietileno gliéol ligadq foi eluido a_eﬁtre cerca
de 325 mli & cerca de 345 mlL, o derivado de hG—CSF guimicamente
moedificadc (mono-tipo) em gue uma molécula dos acidos carboxilicos
de polietileno glicol ligada foi eluida entre cerca de 365 mL e
cerca de 385 mL, com 6,2 mwmg {rendimeﬁto: 10,5%), 6,8' mg

{rendimento: 11,9%%), e 5,0 mg (rendimento: §,8%).

Exemplo de referéncia 18

Produgdo de 6-(l-aminopropiloxicarboniloxi-4'-nitrofenil)-2,4-bis

{o-metoxipolietilenoglicol)~s~triazina
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120 mg (1,6 mmol) de 3-amino-l-propancl foil dissolvido em 200 mL de
0,1 M de tampio borato (pH 10), e 8 g (0,8 mmol) de 6-cloro-2,4-bis
(o-metoxipolietilenoglicol)-s-triazina (da firma SETKAGAKU
CORPORATION) foi adicionado em gelo, e agitade a 4 °C durante a
noite. A solugdo de reacgdo foi ajustada para pH 1,0 com 2 N de
dcido cloridriceo, e éxtraida com c¢loroférmio. Depois de se lavar
duas vezes com 2 N de écido cloridrico, a fase de clorofdérmic foi
seca com sulfato de sdédio anidro e filtrada. O solvente foi
removido sob pressdo reduzida, e acetona seca fol adicionada ao
sélido gerador, e © sélido foi dissolvido. A referida solugdo de
acetona foi concentrada sob pressdo reduzida, e o derivado de
polietilenc glicol foi recristalizado por deixd-lo & temperatura
ambiente, e 5,5 g da referida substéncia cfistalina, feol obtida

" {(rendimento: 69%).

Posteriormente, 5,3 g (0,53 mmol) do referido dérivadd de
polietileno glicol suficienteﬁente seco. foi dissolvido em 26,5 mL
de cloreto de metileno seco, 0,147 mL de trietilamina foi
adicioﬁado, e 214 mg adicionais (1,06 mmcl) de cloroformato de 4-
nitfofenil foi ‘adicionado, e agitadb a 4 °C durante 4 horasp
Posteriormente, & soluglo de reacgdo foi concentrada a 20 mL scob
presséoc reduzida, e adicionada gota a gota a 300 mL de éter etilico
sedo'para gerar um precipitado. O precipitado foli lavado com éter
etilico seco, e apds a remocdo do solveﬁte sob presséo reduzida,
recristalizade por acefato de etilo seca, e 4,6 g (0,46 mmol) do
composto objebtivo foi obtido através da sua secagem sob pressio

reduzida (rendimento, 87%).

Exemplo de referéncia 19
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287 mg de polietileno glicol activado M-38CM-20,000 (da firma
Shearwater Polyme;, Inc.) foi adicicnado a 6,5 mL de 50 mM de
tampaoc fosfato (pH 7,5) contendo 29,25 mg do derivado de hG-CSF
obtido no Exemplo de Referéncia 3, e a reaccio foi realizada a 4 °C
durante 6 horas, e, em seguida, a solugdoc de reacgdo foi cbtida por
se adicionarem 35 pl de 50 mg/mL de tris(hidroximetil)aminometano.
& referida solugdo de reacgdo foi carregada em uma ceoluna (2,5 cm X
45 cm = 220 mL) de Sephacryl $-300 (da firma Pharmacia Co., Ltd.)
equilibrada com PBS a uma taxa de fluxo de 44 mL/hora e, em

S

. seguida, o PBS foi passado a mesma taxa de fluxo.

Ap6s o dinicio de PBS, o polipéptido de hG-CSF quimicamente
rmodificado (di-tipo), em gue 2 moléculas de acidos carboxilicos de
polietileno glicol ligado, foi eluido situando-se entre cerca de 96
mL e c¢erca de 104 mL, e 3,8 mg do referido di—tipo'foi cbtido

(rendimento: 13,0%).

Exemplo de referéncia 20

98 mg de pclietilenc "glicol activado SSPA;M¥20,00D (da firma
Shearwater Polymer Inc.) foi adicionado a 6,7 mL-de 50 mM de tampio
fosfato (pH 7,5) contendo 28,8 mg do derivado deIhG—CSF obtido no
Exemplo de Referéncia 3, e a reacgio foi realizado-a 4 °C durante
24 horas e, em seguida, a solﬁgéo de reaccdo foi obtida pela adigéo
‘de 30 pl de 40 mg/mL de tris-(hidroximetil) aminometano. A referida
solucdo de reacgdo fol carregada em uma coluna (2,5 cm x 45 cm =
220 mL) de Sephacryl S-300 (da firma Pharmacia Co., Ltd.)
equilibrada com PBS a uma taxa de fluxo de 44 mL/hora e, em

seguida, o PBS fol passado ail & mesma taxa de fluxo.
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Ap6bs o 1nicio de PBS, o. polipéptido de hG-CSF quimicamente
modificado (tri-tipo) eém que 3 moléculas de acidos carboxilicos de
polietileno glicol ligado, foi eluido situando-se entre os cerca de
78 mL e cerca de 98 mL eb2,0 mg do referido tri-tipo foi obtido

(rendimento: 6,6%).

Utilizagdo industrial

A presente invengdoc pode fornecer um polipépﬁido guimicamente
modificado, em que pelo menos um grupe de amino, grupos de

carboxilo, mercapto e guanidino em ﬁma molécula de polipéptido
tendo hG-CSF é quimicamente modificado, e um excelente agente de
-promogdo da produgdo de plaguetas compreendendo o referido

. polipéptido modificado.
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REIVINDICAGOES

Utilizagdo de um polipéptido quimicamente‘ modificade em que
pelo menos um grupé do grupo de amino, carboxilo, mercapto ou
guanidino na molécula de um polipéptido que tem actividade
estimuladora da colénia granulocitica humana é gquimicamente

modificado com um derivado de polialguileno glicol ou

copolimero de estireno-4dcidce maleico para a produgdo de

composicdes farmacéuticas para promover a producidc de plaguetas

dos pacientes com contagens de plaquetas'diminuidas.

Utilizacdo do polipéﬁtido quimicamente modificade de accrdo com
a reivindicacdo 1 em gue o polipéptide que tem actividade
estimuladora da coldénia granulocitica humana compreende uma
sequéncia de aminodcide SEQ ID NO: 1 ou uma seguéncia. de
aminocdcido seleccionada a partir dos grupoé de (a) a (1):

Ka) um seguéncia de amincdcido em que o quarto aminoacido, a
leucina & substituido por &cido gluté&micc, o guinto aminocacido,
a gliéina é substituido por lisina, o sextc amincacido, a
prolina é substituido por‘serina e o décimc oitavo aminoécido,
a cisteina é substituido por serina, respectivémente, na SEQ ID
NO: 1;

(b) uma sequéncia de amincacido em que o_segundo‘amihoécido, a
treconina & vsubstituido por wvalina, o© gquartce aminoacido, a
leucina é substituido por isoleucina, o guinto amincécido, a

glicina ¢é substituido pela arginina, o sexto aminoacido, a

~prolina é substituido por serina e, o décimo oitave amincéacido,

a cisteina é substituide por serina, respectivamente, na SEQ ID

NO: 1;



{c) uma sequéncia de aminocidcido em que o segundo amincdcido, a
treonina é substituido por cisteina, o© quarto amincacido, a

leucina é substituido por isoleucina, © gquinto aminodcido, a

glicina é substituido pela arginina, o sexto aminoacido, a

prolina é substituido por serina e, o décimo citavo aminoédcide,

a cisteina é substituido por serina, respectivamente, na SEQ ID

NO: 1;

(d) uma seguéncia dé aminocdcido em que o segundo aminoacido, a
treonina €& substituido por tirosina, o quarto aminoééido,- a
leucina é substituido por iscleucina, o gquinto amincacido, a
glicina é substituide pela arginina, o sexto aminodcido, a
prolina é substituido por serina e, o décimc oitavo aminocédcido,
a cisteina é substituido por serina, respectivamente, na SEQ ID
NO: 1; 7

(e) uma sequéncia de aminocdcido em que o segundo aminoacido, a
treonina & substituido por arginina, o quarto aminocacido, 'a

-

leucina é substituido por treonina, o guinto aminocdcido, a

glicina ¢é substituido pela arginina, .o sexto aminocdcido, a

prolina é substituido por serina e, o décimo oitavo aminoacido,

a cisteina é substituido por serina, respectivamente, na SEQ ID
NO: 1 | | -

(£) uma Sequéncia-de aminodcido em gue o quarto aminodcido, a
leucina ¢ substituido por treonina, o gquinto aminodcido, a
glicina & substituido por arginina, o sexto aminocacide, a
prolina & substituido por serina e, o décimo ocitavo aminoédcido,

a clsteina é substituido por serina, respectivamente, na SEQ ID

NC: 1;.

(g) uma sequéncia de aminodcido em que © segundo aminodcido, a.
treonina ¢& substituido por asparagina, o gquarto amincacido, a
leucina é substituido por &acide glutémico, o guinto aminodcido,

a glicina é& substituidc pela arginina, o sexto amincicido, a



prclina € substituido por serina e, o décimo oitave aminocécido,
a cisteina & substituido por serina, respectivamente, na SEQ ID
NO: 1; ' |

(h) uma sequéncia de amincacido em gque o segundo amincdcido, a
treonina & substituido por iscleucina, ¢ quarto amincédcido, a
leucina ¢é substituido por treonina, o© gquinto amindécido} a
glicina é substituido pela arginina, o sexto amiﬁoécido, a

prolina é substituido por serina e, o décimo oitave aminoicido,

a cisteina é substituido por serina, respectivamente, na SEQ ID

S NO: 1;

(i) uma sequéncia de aminodcido em gue o segundb aminodcido, a

treonina & substituido por serina, o guarto ‘aminoécido, a
leucina & subéﬁituido por treonina, © gquinto aminoécido, a
glicina € substituido pela arginina, o sexto aminocdcido, a

prolina é substituido por serina e, o décimo oitavo amincdcido,
a cisteina é substituido por serina, respectivamente, na SEQ ID
NO: 1; | |

{j) uma sequéncia de amincadcido em que o quinto aminoécido, a
glicina ¢é substituido pela arginina e, o décimo oitavo

aminodcido, a cisteina - é substituido - por serina,

respectivamente, na SEQ ID NO: 1;

(k) uma sequéncia de aminoacido em que o segundo aminodcide, a

treonina ¢é substituido por alanina, o gquarto aminodcido, a
leucina €& substituido por treonina, o quinto aminoécido, a
glicina ¢é substituide por tirosina, o sexto amincdcido, a
proelina é substituido por afginina e, o décimo citavo
amincéacido, a cisteina & substituido por serina, .
respectivamente, na SEQ ID NO: 1; e

(1) uma sequéncia de aminoacido que o décimo oitavo amlnoaCLdo,

a 01ste1na ¢ substituido por serina na SEQ ID NO 1.



Utilizac&o do polipéptido quimicamente modificado de acordo com
a feiVindicagéo 1 ou 2 em gque um derivade de polialquileno
glicol é um derivado de polietileno glicol, um derivado de
polipropilenoglicol, ou derivado de copolimero de polietileno

glicol-polipropilenoglicol.

Utilizacgéc db polibéptido guimicamente modificado de acordo com
a reivindicagde 1 ou 2 em gue ¢ agente de modificacdo quimico
do grupo - amino € derivade de polialquileno giicol tendo  a
férmula (I): |

R* (M), ~X-R? (I)

em gue R' representa um grupo de alquilo ou de.alcanoilo; M
representa a foérmula:

~OCH2CHz~, —OCH,CH,CH, -,
ou |

- (OCH3CH3z) v— (OCH,CHCHz) 5 —

em gque r e s tém gquaisquer valcres integrais. positivos
varidveis, que sdc os mesmos ou diferentes; n tem quaisguer
valores integrais positivos varidveis; X representa uma ligacio

singular, O, NH, ou S; e R? representa a férmula:

R3 .
3 jw—1§
—(N =<,\;

em que R’ representa OH, halogéneo, ou a férmula:

_Xa__ (Ma) na_Rla



em que X?, M* R'™ e na tém o mesmo significado que o X, M, R! e
n, acima mencionados, respectivamente, e Y representa halogéneo

ou a férmula:

~ (CH) 5= (0) W

em qgue Z representa O, S, ou NH;y W representa um grupo de

carboxilo, um seu derivadec activo, cu a fdérmula:

NH2+' Hal-

]
-C-0R*

em que R representa um grupo de alquilo; e Hal representa
halcgéneo, e p tem um valor integral de 1 a 6;. e m tem um valor
‘de 0 ou 1, |

~(CO) ma= (CHa) -W

em gque W' e ma tém o mesmo significado como o W e m acima
mencionados, respectivamente; e t tem um valor integral de 0 a
6, ou
NH,'+Hal*
~(CHy)p~C~OR
em que Hal®, pa e R' tém o mesmo significado que o Hal, p e R!,

acima mencionados, respectivamente, e os copolimeros de

estireno-4cido maleico tem a férmula (II)

CH- CHg CH-CH CH-CH,- CH CH
C 8] C
OH 095 0 O oun



em gque U e vV ‘tém gualisguer valores integrais positivos
varidveis, que sdo os mesmos ou diferentes; e R® representa um

dtomo de hidrogénio, ou um grupc de alguilo.

Utilizacdo do polipéptido guimicamente modificado de acordo com
a reivindicagdo 1 ou Z em gue o agente de modificégéo quimico
do grupo de carboxilo & um derivado de polialquileno glicol que
tem a férmula (III): .

R (MP) jp—NH, (III)

em que M°, R™ e nb tém os mesmos significados que o M, R' e n,

acima mencionados, respectivamente.

Utilizagdo do polipéptido quimicamente mddificado de acordo com
a reivindicagdo 1 ocu 2 em gue o agente de modificacdo gqguimico
do grupo de mercapto é um derivado de polialquiléno glicol gue
tem a férmula (IV): ' i

0O

_ch'{Mc)nc‘_N | (1¥)

O .
em que M°, R, e nc tém os mesmos significados que o M, R! e n,
acima mencionados, respectivamente, e os copclimeros de

estireno-acido maleico tém a férmula (V):

CH=CH,-CH-CH [ CH-CH,-CH—CH
¢=0¢=0 a A
OH OR%

v)

ua va

b =



em que R°®, ua, e va tém os mesmos significados que R®>, U, e V,
acima identificados, respectivamente, e um de Q e R representa

um grupc de carboxilo, e ¢ cutro representa a férmula:

o)
| N—=(CHg)pp-NH-CO~—

@]

em Que pb tem o mesmc significado que ¢ p acima identificado.

Utilizacdo do polipéptido quimicamente modificado de acordo com
a reivindicagcdo 1 ou 2 em gque o agente de modificacdo quimico
do grupc de guanidino é um derivadc de polialguileno glicol que

tem a férmula (VI):
o F o
[Hu(M")na-oh——@‘ ¢OCHO V1)

em que q tem um valor de 1,:'ou 2, e Md, RM; e nd tém os mesmos
significadocs que M, RY, e n, acima identificados,

respectivamente,

Utilizégéo de um polipéptido quimicamente modificado para a
producgdo de ccmposicdes farmacéuticas para promover a produ@éo
de plaquetas dos pacientes com cbntagens- diminuidas de
plagquetas em que pelo menos um dos grupos amino na molécula do
polipéptido que tem actividade estimuladora de coldnia
granulocitica humana_esté'ligédo a um grupo representado pela
seguinte férmula (Ia) |

R'- (OCH;CHp) »—X-R**~  (Ia)



"
wh

em gue R representa um grupo de alquilc ou de alcanoilo; n tem
qualquer wvalor integral pesitivo variavel; X representa uma

ligagdo singular, O, NH, ou S; e R%‘répresenta a férmula:
g g _

em que R representa OH, halogéneo, ou a férmula:
i (Ma) nn_Rla'

em que X%, R¥™ e na tém o mesmo significado que o X, R' e n,

acima mencionados, respectivamente; M® .representa a férmula:

-QCH,CHp~, -0OCH;CH-CH, -,
ou

~ (OCH,CHz) r~ (OCHpCHzCHp } 5 —

em que r e s tém quaisquer valores iIntegrais positivos
varidveis, que sdo os mesmos ou diferentes; e Y® representa uma

ligagdo singular, a férmula

-2~ (CHz) p= (0) x=CO=

em que Z representa O, 3, ou NH; p tem um valor integral de 1 a

6; e m'tem um valor de 0 ou 1,

- (Co)ma_ (CHZ} +—CO-
em que ma & idénticce ao referido m; e t tem um valor integral

"de 0 a 6. -



10.

Polipéptido gquimicamente modificado compreendendo um
polipéptide que tem actividade estimuladoré de colénia
granulocitica humana em que pelo menos um grupo amino na
mclécula estd ligado a um grupo da férmula (Ib):

Hab
e
Ri—(M)zx—( N
N={, o
Z'_(CHz)_p- O_‘ Cco-

{Ib)

em que R' representa um grupo de alquilo ou de alcanoilo; M

representa a férmula:
-0OCH,>CHy—, —-OCH,CH>CHz-

ou

- {OCH2CH3) r— (OCH,CH>CH3) -

em que r e s tém quaisquer valores integrais. positivos
variaveis, qﬁe sdo. os mesmos ou diferentes; n tem qualquer
valor integral positivo wvaridvel; X representa uma ligacédo
singular, O, NH, ou S; R® representa OH, halogéneo, ou a

formula:

_Xa_ (Ma) na_Rla
em que X, M* R'™.e na tém o mesmo significado que o X, M, R' e
n, acima mencionados, respectivamente, 7 representa O, S ou NH;

e p tem uma valor integral de 1 a 6.

Polipéptido quimicamente modificado de acordo com a

reivindicagdo 9 em gque ¢ polipéptido que tem actividade
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estimuladora daz coldnia granulocitica humana compreende ruma
sequéncia de aminodcide SEQ ID NO: 1 ou uma sequéncia de
aminodcido seleccionada a partir dos grupos de (a) a (1):

(a) um sequéncia de aminodcido em gque o guarto aminoédcide, a
leucina é substituidoe por acido glutémico, o quintb aminoacido,
a glicina ¢é substituido por lisina, o sexto aminocacido, a
prolina é substituido por serina e o décimo oitavo aminodcido,
a cisteina é substituido por serina, respectivamente, na SEQ ID
NO: 1;

(b} uma sequéncia de aminocdcido em gque o segundo aminodcido, a
treonina é substituido por valina, o quarto _aminoécido, a
leucina é substituido por isoleuciné, o guinto aminoécido, a
glicina é substituido pela arginina, o sexto aminocadcido, a
prolina é substituido por serina e, o décimo oitavo aminoicide,
a cisteina é substituido por sérina, respectivamente, na SEQ ID
NO: 1;

(c) uma seguéncia de aminocdcido em que o segundo aminodcido, a
treonina é substituido por cisteina, © quarto aminocdcido, a
leucina é substituido por isoleucina, o'quinto aminoacido, a
glicina ¢é substituldo pela arginina, o© sexto aminocacido,. a
prolina é substituido por Serina‘e, o décimc citavo aminoacido,
a cisteina é substituido por serina, respectivamente,bna SEQ ID
NO: 1; .

(d) uma sequéncia de aminodcido em que o segundo aminodcido, a
treonina é substituido por ‘tirosiﬁa, © gquarte aminoacido, a
leucina é substituido por isoleucina, o quinto amincacido, a
glicina & substituido pela arginina, o sextc aminodcido, a
prolina é substituido por serina e, o déecimo citavo aminodcido,
a cisteina é substituido por serina, respectiVamente, na SEQ ID

NO: 1:
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"(e) uma Sequéncia de amincdcido em que o segundo aminoécido, a
treonina €& substituido por arginina, o© guarto amincécido, a
leucina ¢é substituido por treonina, o gquinto aminodcido, a
glicina é substituido pela arginina, o sexto aminodcido, a
prolina é substituido por serina e, o décimec oitavo aminoécido,
a cisteina é substituidc por serina, respebtivamente, na SEQ ID
NO: 1; |

(f) uma sequéncia de amincdcido em que o quarto aminoécido, a
leucina ¢é substituido por treonina, o quinto aminodcido, a
glicina é substituido por arginina, .o sexto aminodcido, a
prolina & substituido péf serina e, o décimo oitave aminocacido,
a cisteina & substituidec por serina, respectivamente, na SEQ ID
NG: 1;

(g)'uma éequéncia de aminocédcido em que o segundo aminoacido, a
treonina é substituido por asparagina, o quartc aminodcido, a
leucina é substituido por acido glutdmico, © guintoc aminocécido,
a glicina ¢ substituido pela arginina, o sexto aminoacide, a
prolina é substituido por serina e, o décimo oitavo aminocdcido,
a cisteina & substituido por serina, respéctivamente, na SEQ ID
NC: 1; | ‘

(h) uma sequéncia de amincicide em que ¢ segundo aminocdcido, a
treonina & substituido por isoleucina, o quarto amincécido, a
leucina ¢é substituido por treonina, o quinto aminoécido; a
glicina ¢é substituido pela arginina, o sexto aminodcido, a
prolina & substituido por serina e, o décimo oitavo aminocdcido,
a cisteina é substituido por se;ina, respectivamente, na SEQ ID
NO: 1;

(i) uma sequéncia de aminocdcido em que o segunde aminodcido, a

o

treonina €& substituide por serina, o quarto aminodcido,

leucina ¢é substituido por treonina, o© quinto amincicido, a

glicina & substituido pela arginina, o sexto aminoacido, a
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prolina €& substituido por serina e, o décimo oitavo aminoacido,
a cisteina € substituido por serina, respectivamente, na SEQ ID
NO: 1:

() uma sequéncia de amincdcido em que o quinto aminoacido, a
glicina ¢é substituido pela arginina e, o décimo oitavo
aminoécidd, a cisteina @ é substituido por serina,
respectivamente, na SEQ ID NO: 1;

(k) uma seguéncia de amincacido em gue o segundo aminocdcido, a
treonina é substituido por alanina, o gquarto aminoécido,‘ a
leucina ¢é substituide por treonina, o gquinto aminoadcido, a
glicina & substituide per tirosina, o sexto aminoécido, a
prolina ¢é substituido por arginina e, o décimo oitave
amincdcido, a cisteina &€ . substituido por serina,
respectivamente, na SEQ ID NO: 1; e

(1) uma seqgquéncia de aminocdcido que o décimo oitavo aminodcido,

7

a cisteina é substituido por serina na SEQ ID NO: 1.

11. Composicdo para tratar, os doentes com contagens dimiﬁuidas de
plaquetas; que compreende o polipéptido guimicamente modificado
de acordec com a reivindicagéb 9 ou rlO, na ‘forma de dosagem
farmaceuticamente aceitavel - com um pertador farmaéeuticamente

aceitavel.

12. Utilizagdo do polipéptido guimicamente modificado de acordo com
a reivindicacédo _10 paxra a producdo de composicdes
farmacéuticas para promover a produgdo de plagquetas dos

pacientes com contagens diminuidas de plaquetas.

Lisboa, 23 de Outﬁbro,dé_2008‘
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