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DESCRIPCION
Métodos para la sintesis de una solucién de hemoglobina modificada
CAMPO DE LA INVENCION

La invencién se refiere a métodos para la purificacion de una solucion de polietilenglicol activado y para la sintesis
de una solucién de hemoglobina modificada.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La sangre es el liquido circulante que transporta oxigeno y materiales nutritivos a los tejidos del cuerpo y retira
diéxido de carbono y otros productos metabdlicos y residuos para la excrecion. La sangre consiste en un fluido, el
plasma, en el que esta suspendida una variedad de componentes incluyendo los glébulos rojos. Stedman’s Medical
Dictionary, 262 edicion, pagina 214 (1995). Un componente particularmente importante de los globulos rojos es la
proteina hemoglobina, que es especificamente responsable del transporte de oxigeno desde los pulmones a otros
tejidos del cuerpo.

Debido a la gran demanda de sangre en los Estados Unidos y en todo el mundo, se han dirigido intensos esfuerzos
de investigacion al desarrollo de sustitutos de sangre basados en hemoglobina. Tales sustitutos se han producido
con una variedad de modificaciones de hemoglobina purificada a fin de prevenir la toxicidad o potenciar de otro
modo las propiedades de la molécula, usando una clase particularmente importante de modificacion efectuada
moléculas de la familia del polietilenglicol (PEG) que se han activado (aPEG) de modo que son capaces de modificar
guimicamente proteinas. Tal PEGilacion es importante debido a que altera favorablemente la actividad, la
solubilidad, la semivida en circulacién in vivo, la toxicidad y la inmunogenicidad de las hemoglobinas. Véanse,
generalmente, Delgado et &l. (1992) Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Sys. 9:249-304; Greenwald et al. (2000) Crit. Rev.
Ther. Drug Carrier Sys. 17: 101-161.

La bibliografia revela que la hemoglobina se ha PEGilado usando una variedad de compuestos de aPEG. Un
compuesto de aPEG usado para modificar la hemoglobina es la molécula de PEG activado polioxietileno (a-
carboximetil, w-carboximetoxipolioxietileno) (POE), que se hace reaccionar con hemoglobina piridoxilada para
obtener hemoglobina piridoxilada-polioxietileno (PHP). Talarico et &l. (1999) Biochem. et Biophys. Acta 1476:53-65,
incorporado en la presente memoria mediante referencia. Las hemoglobinas modificadas con POE son de particular
interés debido a que contienen proteinas celulares que potencian su funcionalidad como eliminadores de 6xido
nitrico (NO), un compuesto implicado en una variedad de enfermedades. Asi, existe un gran uso potencial de tales
PHPs como agentes terapéuticos para el tratamiento de enfermedades ligadas a la presencia de NO en exceso,
incluyendo, por ejemplo, sindrome de respuesta inflamatoria sistémica (SIRS), una dolencia médica critica que es
refractaria a las terapias existentes. Privalle et al. (2000) Free Radic. Biol. Med. 28:1507-17, incorporado en la
presente memoria mediante referencia.

Aunque el PHP y otras hemoglobinas PEGiladas son muy prometedoras en estas y otras aplicaciones terapéuticas,
existe un nimero de problemas que afectan a tales usos, notablemente la presencia de compuestos contaminantes
que afectan a su seguridad o eficacia. Virus peligrosos tales como el HIV/virus del sida o virus de hepatitis, por
ejemplo, a menudo contaminan la sangre entera usada para preparar la fraccion de hemoglobina usada en la
PEGilacion, y deben retirarse en algun punto durante la preparacion del producto final PEGilado mediante filtracion u
otros medios. Adicionalmente, biocarga tal como bacterias puede ser una fuente de contaminacion bien de la
hemoglobina o bien de materiales de partida tales como un aPEG, como lo pueden ser las endotoxinas, las
macromoléculas complejas de lipopolisacaridos (LPS) de la pared celular de bacterias Gram negativas que pueden
provocar fiebre, diarrea, choque hemorragico y otros dafios tisulares. Stedman’s Medical Dictionary, 262 edicion,
pagina 572 (1995).

La biocarga y las endotoxinas son una fuente particularmente problematica de contaminacién debido a la falta de
métodos adecuados para retirarlas de la materia prima de aPEG usada en la PEGilacién. Segun se analizaba
previamente, las moléculas de aPEG son moléculas activada de la familia del polietilenglicol. Muchas de tales
moléculas activadas son labiles en agua y, como resultado, tipicamente se afiaden a la fraccién de hemoglobina en
una forma en polvo, en vez de en solucién. Aunque los aPEGs en esta forma son relativamente estables, como
polvos no pueden procesarse para la retirada de contaminantes usando los métodos disponibles para aPEGs
disueltos, tales como las técnicas de filtracion. Aunque estos contaminantes pueden retirarse después de la
PEGilacion, tal retirada tiene consecuencias no deseables. Por ejemplo, aunque las endotoxinas pueden retirarse
del PHP mediante cromatografia, tal cromatografia da como resultado cambios no deseables en la composicion
proteinica del PHP.

Asi, existe desde hace mucho tiempo una necesidad de un método para purificar aPEGs para el uso con moléculas
peptidicas y polipéptidos tales como hemoglobina. Por otra parte, existe desde hace mucho tiempo una necesidad
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de métodos para usar tales aPEGs disueltos purificados en la PEGilacién de péptidos y polipéptidos tales como
hemoglobina, en los que el disolvente en el que esta disuelto el aPEG no dé como resultado la desnaturalizacién o la
degradacion sustancial del péptido o polipéptido tal como hemoglobina.

La Patente de EE. UU. N° 5.224.903 muestra un método para producir una solucién de hemoglobina quimicamente
modificada usando un aPEG, seguido por filtraciéon y esterilizacion para retirar contaminantes. El aPEG se afade a
la fraccion de hemoglobina como un polvo. La Publicacion Internacional N° WO 90/15613 muestra la preparacion de
hemoglobina libre de virus usando un aPEG no purificado.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona un método para preparar una solucién de hemoglobina PEGilada que esta
sustancialmente libre de contaminantes. El método comprende disolver un aPEG en un disolvente adecuado para la
adicion a una solucion de hemoglobina y en el que el aPEG es estable, filtrar el aPEG disuelto a través de medios de
filtracion que reducen sustancialmente los niveles de contaminantes en la solucion de aPEG filtrada resultante, y
combinar la solucion de aPEG filtrada resultante con una solucidon de hemoglobina en medios de combinacién. Mas
especificamente, el método comprende:

(a) disolver un polietilenglicol activado (aPEG) en un disolvente adecuado para la adicion a una solucién de
hemoglobina y en el que dicho aPEG es estable, en donde el disolvente se selecciona del grupo que consiste
en etanol, metanol y acetonitrilo;

(b) filtrar dicho aPEG disuelto a través de medios de filtracion que reducen sustancialmente los niveles de
contaminantes en la solucion de aPEG filtrada resultante, en donde los medios de filtracién son o incluyen un
filtro de membrana de 0,2 ym;y

(c) combinar asépticamente dicha solucion de aPEG filtrada resultante con una solucion de hemoglobina en
medios de combinacion, en donde la hemoglobina es hemoglobina libre de estroma purificada, y preparar dicha
solucion de hemoglobina PEGilada.

En una realizacién de la presente invencion, el aPEG usado es POE.
BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
La Figura 1 es una vision de conjunto esquematica de la sintesis de PHP.

La Figura 2 muestra el perfil de elucién de una formulacién final de PHP preparada con POE en polvo, segin se
determinaba mediante cromatografia de exclusion por tamafio (SEC).

La Figura 3 muestra el perfil de elucion de una formulacién final de PHP preparada con solucién de POE/etanol
filtrada, segun se determinaba mediante SEC.

La Figura 4 muestra una superposicion de los perfiles de las Figuras 2 y 3 con una sensibilidad de
aproximadamente dos veces la mostrada en las Figuras 2y 3.

La Figura 5 muestra los datos de la Figura 4, confinados a la vecindad de la fraccion de alto peso molecular del
perfil de eluciéon de SEC y con una sensibilidad de aproximadamente 100 veces la de la Figura 4.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

El método de la presente invencién abarca la preparacion de una solucidon de aPEG que esta sustancialmente libre
de contaminantes y métodos para usar estos aPEGs purificados en la preparacion de una solucion de hemoglobina
PEGilada. Mas especificamente, el método de la presente invencién proporciona la preparacién de una solucién de
aPEG filtrada que es estable y esta sustancialmente libre de contaminantes. Los métodos implican disolver un aPEG
en un disolvente en el que el aPEG es estable y a continuacion filtrar el aPEG disuelto a través de medios de
filtracion que reducen sustancialmente los niveles de contaminantes en la solucion de aPEG filtrada resultante.

“aPEG” y el plural “aPEGs” se refieren a polietilenglicol (PEG) y moléculas relacionadas con PEG que se han
activado a fin de que sean capaces de modificar quimicamente proteinas, péptidos u otras moléculas.
Generalmente, un aPEG tiene un peso molecular de aproximadamente 3 kD a aproximadamente 50 kD. Se
contempla que “aPEG” abarque una variedad de tales compuestos, incluyendo, pero no limitados a, polietilenglicol
activado, polipropilenglicol activado y modificaciones y derivados de los mismos, tales como POE, amino-PEGs,
maleimido-PEGs, sucinimimidil-PEGs, (succinato de succinimidilo)-PEGs y base-PEGs. Otros ejemplos de aPEGs
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se proporcionan en Greenwald et al. (2000) Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Sys. 17: 101-161 y Delgado et al. (1992)
Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Sys. 9:249-304, ambos de los cuales se incorporan en la presente memoria mediante
referencia.

Los aPEGs purificados de la invencion pueden usarse para PEGilar cualquier proteina o péptido de interés. Segun
se usan en la presente memoria, “PEGilar” o “PEGilacién” se refieren a la modificacion quimica de un péptido,
polipéptido u otra molécula por un aPEG. En una realizacién preferida, la proteina de interés es hemoglobina. Sin
embargo, la invencion pretende aplicarse generalmente a cualquier proteina, péptido u otra molécula que vaya a
PEGilarse. Tales proteinas y péptidos incluyen, por ejemplo, hormona del crecimiento, factores de crecimiento tales
como FGF, IGF, IL-2, VEGF, etc. Ejemplos adicionales de tales proteinas y péptidos se proporcionan, por ejemplo,
en Greenwald et al. (2000) Crit. Rev. Ther. Drug Carrier Sys. 17: 101-161 y Delgado et al. (1992) Crit. Rev. Ther.
Drug Carrier Sys. 9:249-304. En una realizacion preferida, la PEGilacién es de hemoglobina con POE.

En el método de purificacion, un aPEG de interés se disuelve en un disolvente en el que es estable. Segun se usa
en la presente memoria, el término “estable” pretende significar que un alto porcentaje de un aPEG permanece en
su forma activa a lo largo del transcurso de la PEGilacion. Por “alto porcentaje” se pretende un valor de mas de
aproximadamente 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% 0 mas.

La estabilidad puede medirse en una variedad de modos conocidos por un experto en la técnica, incluyendo
métodos para ensayar la pérdida del grupo activador del aPEG a lo largo del tiempo. Por ejemplo, la estabilidad de
POE en solucién puede controlarse al determinar la cantidad de pérdida de N-hidroxisuccinimida (NHS) del POE que
se produce a lo largo del tiempo. La cantidad de pérdida de NHS puede determinarse mediante cromatografia
liquida de alta resolucion (HPLC). La especie de POE puede separarse y cuantificarse usando este método y puede
determinarse una velocidad de pérdida de NHS. Esta puede indicarse como el porcentaje de actividad que
permanece a lo largo del transcurso de la exposicion a un disolvente. Alternativamente, el aPEG puede derivarse y
las diferentes formas pueden separarse mediante HPLC directamente. Un ejemplo de tal método para determinar la
estabilidad de POE en solucién se da en el Ejemplo 3 de la seccién experimental. Aunque este es un método
preferidos para tal determinacion, otros métodos son conocidos por los expertos.

Disolventes que se usan en la préactica de la invencion son etanol, metanol y acetonitrilo. El disolvente se elige para
mantener la estabilidad del aPEG. Se considerara un nuimero de factores al elegir un disolvente, incluyendo la
solubilidad del aPEG en el disolvente, la estabilidad del aPEG en el disolvente, la compatibilidad del disolvente con
la proteina de interés si el aPEG se va a usar con una proteina particular, la toxicidad del disolvente, la miscibilidad
del disolvente con agua y la capacidad del procedimiento de produccién para retirar el disolvente.

Una vez que un aPEG se ha disuelto en el disolvente en el que es estable, se purifica a través de medios de
filtracién que son o incluyen un filtro de membrana de 0,2 um. Segun se define en la presente memoria, “medios de
filtracion” se refiere a medios para reducir sustancialmente los niveles de contaminantes en el aPEG disuelto
mediante filtracion. La presente invencién contempla una variedad de medios de filtracion diferentemente formulados
dirigidos a diferentes contaminantes que deben reducirse hasta diferentes grados, variando el caracter particular de
la filtracion dependiendo del contaminante que vaya a reducirse. Segun se define en la presente memoria,
“contaminantes” se refiere a compuestos que incluyen, pero no se limitan a, biocarga, endotoxina y materiales en
particulas.

En una realizacion de la presente invencion, los medios de filtracion se dirigen a la reduccién sustancial de
contaminantes incluyendo biocarga y endotoxina. “Biocarga,” segun se define en la presente memoria, se refiere a
organismos tales como bacterias que pueden estar presentes en el aPEG disuelto. Existe una variedad de medios
de filtraciéon conocidos por un experto normal que pueden usarse para retirar biocarga, incluyendo membranas de
filtraciéon con un tamafio de poro suficientemente pequefio a fin de retener la biocarga mientras que permiten que el
aPEG disuelto pase al filtrado. Tales membranas incluyen, por ejemplo, filtros de esterilizacion de 0,2 ym. La
eleccion de un filtro de esterilizacion particular depende de una variedad de factores incluyendo el disolvente en el
gue se ha disuelto el aPEG. Especificamente, los disolventes extremadamente no polares pueden dafiar o degradar
filtros particulares. Asi, un aPEG disuelto en un disolvente polar puede filtrarse usando un filtro compuesto por
polietersulfona o acetato de celulosa, tal como un filtro Sartobran® (Sartorius), mientras que un aPEG disuelto en un
disolvente extremadamente no polar puede filtrarse apropiadamente usando un filtro compuesto de
politetrafluoroetileno (PTFE) o nailon. Por ejemplo, para disolventes moderadamente polares tales como metanol,
etanol e isopropanol, se contemplan los filtros Nes® Posidyne® (Pall corporation) o Durapore® (Millipore), mientras
que los filtros Sartoflour® (Sartorius) o Emflon PFR® (Pall corporation) se contemplan para disolventes muy no
polares.

“Endotoxina”, segun se define en la presente memoria, se refiere a los lipopolisacaridos complejos de la pared
celular de bacterias Gram negativas. Las endotoxinas son capaces de producir un nimero de afecciones médicas
graves incluyendo, por ejemplo, el choque séptico, en el que los sintomas varian de efectos menores, tales como
escalofrios, fiebre y nauseas, hasta afecciones graves tales como fallo cardiaco, coma y, en la mayoria de los casos
extremos, muerte, y son una de las formas mas importantes de pir6genos, esto es, compuestos inductores de fiebre,
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exogenos. Stedman’s Medical Dictionary, 262 edicién, pagina 1475 (1995). Los niveles de endotoxinas pueden
reducirse sustancialmente a través de una variedad de medios de filtracion, incluyendo medios de filtraciéon en los
gue endotoxinas cargadas negativamente son retenidas por medios de filtracién cargados positivamente. Un ejemplo
de medios de filtracion cargados positivamente capaces de retirar endotoxina es la membrana de filtracion Nes®
Posidyne® (Pall corporation). También,\Pueden usarse otras membranas tales como la serie Zeta Plus® (Cuno) y los
absorbentes de membrana Sartobind’ (Sartorius), asi como adsorbentes cargados positivamente, incluyendo, por
ejemplo, resinas y columnas de relleno cargadas positivamente. La eleccién de un disolvente, un tampén, una
condicion salina, etc. particular para cada uno de estos medios de filtracion sera bien conocida para el experto.

La filtracion a través de los medios de filtracion dard como resultado una solucion de aPEG que esta
sustancialmente reducida en biocarga o endotoxina. Por “sustancialmente reducida” se entiende que los
contaminantes se reducen en al menos aproximadamente 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas, dependiendo el valor pretendido del contaminante particular que se esta
reduciendo sustancialmente. La reduccion sustancial de contaminantes de biocarga, por ejemplo, se refiere a
reducciones de biocarga bacteriana hasta no mas de 1 unidad formadora de colonias por ml (CFU/ml), y se dirige
preferentemente a 0 CFU/ml. La determinacién de la biocarga bacteriana pueden ensayarse mediante una variedad
de métodos conocidos por los expertos normales, incluyendo, pero no limitados a, capturar organismos sobre filtros,
colocar los filtros sobre placas de agar R2A a 30-35°C durante 4 dias y a continuacion contar el nimero de colonias
resultantes. Véase, por ejemplo, Official Methods of Analysis of AOAC International (1995) 172 ed., 17.2.05 Official
Method 986.32 o 17.3.08 Official Method 983.25. Alternativamente, la biocarga puede ensayarse mediante técnicas
tales como cultivo en placa directo o mediante cultivo en placa con vertido, ambos de los cuales son conocidos para
el experto. La reduccion sustancial de contaminantes de endotoxina se refiere a reducciones de los niveles de
endotoxina en 500 y mas preferentemente >5000 EU/cm?® de &rea del filtro. La determinacion de los niveles de
endotoxina puede ensayarse mediante una variedad de métodos bien conocidos por los expertos normales,
incluyendo, pero no limitados a, el ensayo del lisado amebocitico de Limulus (LAL). USP 24, NF19 <85> Bacterial
Endotoxins Test, 1829-1831.

Por otra parte, una solucion de aPEG que se ha reducido sustancialmente en contaminantes se caracteriza por no
inducir efectos patofisioldgicos caracteristicos de la presencia de contaminantes al administrar in vivo a un sujeto (es
decir, un mamifero, preferiblemente un conejo, ratén, bdvido, cerdo, mono, ser humano, etc.). Pongamos por caso,
sintomas fisiologicos incluyen fiebre, coagulacién intravascular diseminada, hipotension y choque cardiovascular.
Roth y Levin (1994) Meth. Enzymol. 231:75-91. De ahi que, segun se usa en la presente memoria, una solucion de
aPEG “sustancialmente reducida” en contaminantes sea una que no es infecciosa, de modo que la solucién pueda
manipularse sin dafiar o infectar a alguien expuesto a la misma.

“Medios de filtracion” puede usarse para referirse a medios de filtracion simples, esto es, a una sola membrana u
otro medio de filtracion. Sin embargo, la presente invencion no se limita a uno solo de tales medios de filtracion, y en
cambio abarca medios de filtracion tanto simples como mudltiples. Asi, “medios de filtracion” se usa para abarcar
métodos de filtracion multiples. Los medios de filtracion multiples pueden encontrar particular utilidad en situaciones
en las que, por ejemplo, sea ventajoso retirar biocarga sobre una membrana y endotoxina sobre una membrana,
columna de relleno, medio impregnado, etc. separado. Un experto normal en la técnica sera capaz de determinar
situaciones en las que son preferibles tales medios de filtracion mdltiples. Tales situaciones pueden incluir casos en
los que los medios de filtracion sucesivos actlian para reducir los niveles de biocarga o endotoxina por debajo de los
alcanzados por medios de filtracion simples, y casos en los que los medios de filtracién simples no exhiben todas las
propiedades ventajosas que exhiben dos medios de filtracion usados conjuntamente. Un ejemplo de tales medios de
filtracion mudltiples incluye una combinacion de un filtro esterilizante para retirar la biocarga y un filtro grueso
impregnado cargado positivamente para retirar endotoxinas.

Usando los métodos presentados anteriormente para la preparacion de una solucién de aPEG filtrada que sea
estable y esté sustancialmente libre de contaminantes, la presente invencion proporciona un método para usar estos
aPEGs purificados en la preparacion de una solucién de péptido o polipéptido PEGilado. Especificamente, la
presente invencion proporciona un método para disolver un aPEG en un disolvente adecuado para la adicion a una
solucién de péptido o polipéptido y en el que el aPEG sea estable, filtrar el aPEG disuelto a través de medios de
filtracion que reducen sustancialmente los niveles de contaminantes en la solucion de aPEG filtrada resultante, y
combinar asépticamente la solucion de aPEG filtrada resultante con una solucién de péptido o polipéptido en medios
de combinacion.

En una realizacién preferida, la presente invencion se dirige a un método para usar un aPEG purificado en la
preparacién de una solucién de hemoglobina PEGilada. Especificamente, la presente invencion proporciona un
método para disolver un aPEG en un disolvente adecuado para la adicion a una solucion de hemoglobina y en el
que el aPEG sea estable, filtrar el aPEG disuelto a través de medios de filtracién que reducen sustancialmente los
niveles de contaminantes en la solucion de aPEG filtrada resultante, y combinar la solucion de aPEG filtrada
resultante con una solucién hemoglobina en medios de combinacion.

Segun se define en la presente memoria, “solucion de hemoglobina” se refiere a cualquiera de las diversas formas
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de soluciones de hemoglobina obtenidas de sangre entera o medios recombinantes que pueden usarse para
PEGilacion. Tales soluciones pueden contener otras macromoléculas ademas de hemoglobina. A menudo es
deseable, por ejemplo, que las soluciones de hemoglobina que se PEGilan para producir PHP también contengan
importantes moléculas antioxidantes enddgenas tales como catalasa y SOD. Privalle et al. (2000) Free Radic. Biol.
Med. 28:1507-17. La sangre preferida usada en la invencion es sangre humana caducada. Sin embargo, todos los
métodos de la presente invencién pueden usarse con sangre bovina, porcina, ovina y de otros mamiferos solo con
pequefias modificaciones que son conocidas por un experto en la técnica. Aunque la presente invencion contempla
especificamente el uso de soluciones de hemoglobina preparadas para la modificacién con POE, se contemplan
otros modificadores de aPEG.

El término “disolvente adecuado para la adicién a una solucién de péptido o polipéptido,” segun se define en la
presente memoria, se refiere a un disolvente que, cuando se afiade a la soluciéon de péptido o polipéptido en la
proporcion requerida, no desnaturaliza o degrada significativamente el péptido o polipéptido en la solucién a lo largo
del transcurso de la reaccion de PEGilacion. Segun se usa en la presente memoria, los péptidos o polipéptidos no se
desnaturalizan o degradan significativamente si los niveles de estos compuestos permanecen mas de
aproximadamente 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o mas sin degradar o desnaturalizar
después de la adicion del disolvente a lo largo de la duracion de la PEGilacion.

Segun se usa en la presente memoria, “disolvente adecuado para la adicion a una solucién de hemoglobina” se usa
para referirse a una realizacion especifica de la presente invencion en la que el polipéptido es hemoglobina. La
definicion de este término es idéntica a la definida anteriormente para disolventes adecuados para la adiciéon a una
solucion de péptido o polipéptido. Esto es, “un disolvente adecuado para la adicién a una solucion de hemoglobina”
es uno gque no degrada significativamente la hemoglobina durante el transcurso de la reaccion. La hemoglobina no
se desnaturaliza o degrada significativamente si los niveles de hemoglobina permanecen mas de aproximadamente
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o0 mas sin degradarse o desnaturalizarse después de la
adicion del disolvente a lo largo del transcurso de la PEGilacion.

Existe una variedad de ensayos conocidos por los expertos para medir la degradacion de un péptido o polipéptido.
La degradacion para polipéptidos y péptidos en general puede ensayarse mediante técnicas que incluyen, por
ejemplo, proteina soluble total, espectros UV-VIS, actividad enzimatica, etc. La degradacion para el polipéptido
hemoglobina puede evaluarse mediante estos métodos, y también mediante métodos especificos para hemoglobina,
tales como la concentracion de hemoglobina o un ensayo de methemoglobina.

La eleccion de un disolvente adecuado para la adicién a una solucion de péptido o polipéptido dependera de una
variedad de factores. Por ejemplo, la eleccién del disolvente requiere un equilibrado de la solubilidad y la estabilidad
del aPEG disuelto con los efectos negativos que tenga el disolvente sobre la solucién de péptido o polipéptido.
Puede ser necesario determinar la fraccion del volumen de la reaccién de PEGilacion que puede ser ocupada por el
disolvente sin desnaturalizar o degradar la solucion de péptido o polipéptido. Asi, por ejemplo, un disolvente
particular puede ser apropiado para el uso cuando se afiade a concentraciones inferiores, hasta, por ejemplo, 15%
del volumen de reaccion final, mientras que proporciones superiores del mismo disolvente pueden dar como
resultado la desnaturalizacién o degradacién de la solucién de péptido o polipéptido. Asi, necesita considerarse una
gama de factores cuando se determina la eleccién de un disolvente particular, incluyendo, pero no limitados a, la
solubilidad del aPEG en el disolvente, la estabilidad del aPEG en el disolvente, los efectos del disolvente sobre la
solucion de péptido o polipéptido y la proporcion méaxima del volumen de la reaccion de PEGilacion que puede
ocupar el disolvente sin efectos perjudiciales.

La adicion de disolventes organicos a soluciones acuosas de proteinas puede dar como resultado una
desnaturalizaciéon sustancial de proteinas segin se evidencia por una pérdida de una actividad de proteina o por
agregacion y precipitacion de proteina. Asi, el uso de disolventes especificos, su concentracién y tiempo de contacto
variaran para cada péptido o polipéptido que ha de modificarse mediante PEGilacion.

Para la adicién a una solucion de hemoglobina, pueden usarse metanol, etanol y acetonitrilo. Para el uso con POE
en la modificacion de hemoglobina, puede preferirse el etanol. Con etanol, incluso al 20% del volumen final no se
exhibia una desnaturalizacion o degradacion sustancial de la solucién de hemoglobina.

Segln se define en la presente memoria, “medios de combinacion” se refiere a un aparato para mezclar aPEG
disuelto y una solucion de péptido o polipéptido e incluyen cualquier dispositivo para mezclar dos soluciones,
incluyendo, pero no limitado a, dispositivos para mezclar pequefias cantidades de dos soluciones asi como
dispositivos para llevar a cabo tales mezcladuras a escalas de procedimiento. Debido a que es deseable excluir
tanta contaminacion introducida externamente como sea posible de las fracciones de aPEG y péptido o polipéptido
de la reaccién de PEGilacion, medios de combinacion particularmente deseables son un aparato que permita la
introduccion aséptica de las fracciones de aPEG y péptido o polipéptido. En una realizacién particular, este aparato
puede tener varias compuertas de entrada a través de las cuales estas fracciones pueden introducirse
asépticamente. Se contempla que tal introduccidon aséptica se produce mediante una variedad de mecanismos,
incluyendo al acoplar asépticamente los medios de filtracion para filtrar un aPEG a una compuerta de entrada del
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aparato a través de una longitud de tubo de un tipo conocido por un experto en la técnica.

Como un ejemplo, el acoplamiento aséptico puede efectuarse al realizar las operaciones en un area de clasificacion
apropiada. Alternativamente, el recipiente puede acoplarse a un filtro preesterilizado que contiene una valvula y un
filtro sanitario. La valvula puede cerrarse y el recipiente y el conector pueden esterilizarse a través de introduccion de
vapor de agua. En el momento del procesamiento, la valvula se abre y la longitud de recorrido desde la salida del
filtro hasta el recipiente es estéril.

El método de la presente invencién para la preparacion de una solucién de hemoglobina PEGilada usando aPEG
disuelto ofrece un nimero de ventajas sobre métodos convencionales que utilizan un aPEG en forma de polvo. Una
ventaja particularmente importante es la mayor esterilidad resultante cuando se usan conexiones de aporte de
fluidos cerradas. Tal introduccién puede efectuarse, por ejemplo, al acoplar asépticamente los medios de filtracion
de aPEG a los medios de combinacion. Esto estd en contraste con la situaciéon para la adicion de aPEG en polvo,
cuando la introduccion de biocarga debe controlarse, por ejemplo, al afiadir material en polvo a una compuerta
abierta de los medios de combinacién bajo una campana de flujo laminar, o cuando el personal usa guantes y esta
entrenado en los métodos apropiados para realizar tales conexiones pero no se usa un ambiente especial.

Adicionalmente, resultan ventajas del uso de aPEGs disueltos en comparacion con aPEGs en forma de polvo. Una
de tales ventajas es la disminuciéon en la formacion de productos de alto peso molecular en reacciones de
PEGilacion a escala de procedimiento usando aPEGs disueltos en oposicion a polvos de aPEGs. Aunque tales
productos no se forman en una extension sustancialmente diferente en reacciones a pequefia escala usando aPEG
disuelto que en reacciones similares que usan un aPEG en forma de polvo, se forman cantidades sustancialmente
menores de tales productos de reaccién en reacciones a escala de procedimiento que usan solamente aPEG
disuelto. Segun se define en la presente memoria, reacciones a “pequefia escala” se refiere a reacciones de 1-5
litros, mientras que la reacciones de 10 litros 0 mas se denominan “escala de procedimiento”. Se contempla que
“cantidades sustancialmente menores”, segun se define en el contexto de estos productos de alto peso molecular,
significa reducidas en al menos 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99% 0 mas. Métodos para la determinacion de niveles de tales materiales incluyen el uso de cromatografia de
exclusién por tamafio (SEC), segun se describe en Talarico et al., (1999) Biochemica et Biophysica Acta 1476:53-65,
u otros métodos tales como dispersion de luz laser de angulo bajo, medidas de los materiales en particulas y conteo
directo.

En particular, el uso de aPEG disuelto en la PEGilacion a escala de procedimiento da como resultado la reduccién
en productos de alto peso molecular en la produccién a escala de procedimiento de PHP usando POE. Los analisis
por SEC de PHP obtenido usando POE en polvo muestran la presencia de un pico de masa alta de
aproximadamente 15.548.068. En completo contraste, el andlisis por SEC de reacciones a escala de procedimiento
realizadas con POE disuelto muestra cantidades sustancialmente menores de este pico de alto peso molecular.
Como un ejemplo especifico de este efecto, el PHP producido a partir de POE disuelto en etanol al 95% no muestra
esencialmente tal material de alto peso molecular, al menos en el intervalo de sensibilidad del andlisis realizado.

Ademas, la introduccién de POE como una solucién da como resultado una reduccion de materiales en particulas
macroscoépicos. Por ejemplo, POE afiadido como un polvo a grandes recipientes de reaccion da como resultado una
condicion en la que una cantidad significativa del polvo descansa sobre la superficie del liquido hasta que puede
disolverse. Si estan presentes grandes particulas o granos de POE, la proteina en solucién (hemoglobina) se hace
reaccionar sobre la superficie de los granulos. Puesto que el POE es bifuncional, resulta la reticulacion de la
proteina. La reticulacién es intensiva en la superficie de los granulos y resulta un “gel” de proteina. Este gel, o masa
de proteina reticulada, tiene 1 0 mas micras de didmetro. La formacion de estas macroparticulas da como resultado
la obturacién de filtros usados en operaciones de purificacién aguas abajo y una pérdida de producto. Al eliminar
cualesquiera “granulos” de POE presentes en la adicion en polvo, se elimina la formacién de estas particulas de
proteina reticulada. El resultado es una reaccion de modificacion quimica y un procedimiento de purificacion mas
eficaces y reproducibles.

En la siguiente seccion, se presentaran ejemplos ilustrativos. Estos ejemplos se presentan para ilustrar el mejor
modo y realizaciones preferidas de la presente invencion, y no pretenden limitar la invencion reivindicada a no ser
que se especifique otra cosa.

PARTE EXPERIMENTAL

Ejemplo 1: Ensayo de Reduccién de Biocarga en una Solucién de POE Filtrada

100,7 gramos de POE de PM 3000 se disolvieron en 300 ml de etanol al 95% y 240 ml de la solucién resultante se
filtraron a través de un filtro Posidyne de 0,2 um de 47 mm de diametro bajo presion positiva. El filtrado se recogio en
una botella de vidrio estéril y las muestras se retiraron, se diluyeron y se filtraron a través de una unidad filtrante
Milliflex para la enumeracion de la biocarga. Las muestras se pusieron sobre agar R2A estéril y se incubaron durante
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4 dias a 30-35 °C. Véase, por ejemplo, Official Methods of Analysis of AOAC International (1995) 172, 17.2.05 Official
Method 986.32 o0 17.3.08 Official Method 983.25. La solucién de POE contenia 151 CFU/ml antes de la filtracion y O
CFU/ml después de la filtracion.

Eiemplo 2: Ensayos de Reduccién de Endotoxinas en Soluciones de POE Filtradas

A. Ensayo de Reduccién de Endotoxinas en una Solucién de POE/Etanol Filtrada

1 ml de endotoxina de LPS de E. coli purificada (Charles Rivers Endosafe®) se afiadié a 435 ml de una solucion de
POE de PM 3000/etanol (1:3 p/v), la solucion se muestred y a continuacién se hizo pasar a través de un filtro
Posidyne de 0,2 um de 47 mm de diametro bajo presion positiva y se recogié en una botella de vidrio libre de
pirégenos. El filtrado se muestred y las muestras tanto de la fraccién reunida de partida como de la fraccion reunida
de filtrado se diluyeron en agua libre de endotoxinas. El contenido de endotoxinas de cada dilucion se determiné
mediante un ensayo de LAL turbidimétrico cinético. La fraccién reunida de partida descartada contenia 1.009.200 EU
y el filtrado contenia 346.375 EU. Asi, 662.825 EU eran retiradas por el filtro.

B. Ensayo de Reduccién de Endotoxinas en una solucion de POE/Metanol Filtrada

Aproximadamente 2 millones de unidades de endotoxina de LPS de E. coli purificada se afiadieron a 12 ml de una
solucion de POE de PM 3000/metanol (1:3 p/v), la solucién se muestred y 10 ml se hicieron pasar a través de un
filtro Posidyne de 0,2 um de 47 mm de diametro bajo presion positiva y se recogieron en una vasija de vidrio libre de
pirégenos. El filtrado se muestred y las muestras tanto de la fraccion reunida de partida como de la fraccion reunida
de filtrado se diluyeron en agua libre de endotoxinas. La fraccion reunida de partida contenia 1.197.490 EU vy el
filtrado contenia 5290 EU. Asi, 1.192.200 EU eran retiradas por el filtro.

C. Ensayo de Reduccién de Endotoxinas en una solucion de POE/Acetonitrilo Filtrada

Aproximadamente 2 millones de unidades de endotoxina de LPS de E. coli purificada se afiadieron a 12 ml de una
solucion de POE de PM 3000/acetonitrilo (1:3 p/v), la soluciéon se muestred y 10 ml se hicieron pasar a través de un
filtro Posidyne de 0,2 um de 47 mm de diametro bajo presion positiva y se recogieron en una botella de vidrio libre
de pirégenos. El filtrado se muestred y las muestras tanto de la fraccion reunida de partida como de la fraccion
reunida de filtrado se diluyeron en agua libre de endotoxinas. La fraccion reunida de partida contenia 1.095.580 EU y
el filtrado contenia 273 EU. Asi, una reduccion de 1.095.307 EU era alcanzada por el filtro.

Ejemplo 3: Estabilidad de POE en Etanol

Se disolvi6 POE en etanol (1:3 p/v) y se afiadié6 en partes alicuotas a un vial de vidrio. En diversos puntos
temporales se retird una parte alicuota del vial y el POE se hizo reaccionar con hidroxido amdnico. Muestras de cada
punto temporal se diluyeron hasta 1 mg/ml y se analizaron mediante HPLC para determinar el porcentaje de
actividad del POE en solucion. Los resultados se muestran posteriormente en la Tabla 1.

Tabla 1
Estabilidad de POE en Etanol
Tiempo (h) Actividad (%)
0 97,6
0,5 97,6
1 97,3
2 96,8
3 96,0
4 95,8
24 85,9
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Ejemplo 4: Reduccién de Endotoxinas vy Productos de Alto Peso Molecular en Preparaciones a Escala de
Procedimiento de PHP con POE en Polvo frente a una Solucién de POE/Etanol Filtrada

A. Preparacion de PHP con POE en Polvo

Se prepard PHP a partir de hemoglobina purificada libre de estroma. La hemoglobina se modific6 quimicamente con
5-fosfato de piridoxal bajo condiciones predeterminadas. La unién de POE se realizé6 como sigue. En primer lugar, el
POE se afadio a la solucién de hemoglobina en un exceso molar de aproximadamente 10 veces. Por ejemplo, 1953
g de POE se afiadieron a 70 litros de hemoglobina piridoxilada contenida en un reactor agitado de acero inoxidable
de 100 litros al verter el POE a través de un embudo de 10,2 cm (4 pulgadas) unido a una compuerta sanitaria de
3,8 cm (1,5 pulgadas) en la parte superior del reactor. La solucién se agité para permitir la disolucion y la mezcladura
a fondo del POE. La reaccién se deja avanzar durante 40 minutos y a continuacion la hemoglobina modificada se
retird para el procesamiento adicional.

B. Preparacion de PHP con solucién de POE/Etanol Filtrada

PHP preparado a partir de una solucion de POE/EtOH filtrada se fabrica como se describe anteriormente con las
siguientes modificaciones. 1953 g de POE se disolvieron en 6 litros de etanol al 95%, se calentaron hasta 40°C en
un recipiente de acero inoxidable de presion graduada con agitacion durante 20 minutos. A continuacion, la solucién
se filtr6 bajo presion (2,07 bares, 30 PSIG) a través de un filtro de cdpsula Posidyne de 0,2 ym unido, hacia un
recipiente de modificacion quimica de 100 litros que contenia hemoglobina piridoxilada. La solucién en el reactor se
agit6 durante la adicion del POE filtrado.

C. Reduccion de Endotoxinas en PHP Preparado con POE en Polvo frente a Solucion de POE/Etanol Filtrada

Las endotoxinas se ensayaron en PHP preparado bien con POE en polvo o bien con una solucién de POE/etanol
filtrada mediante el método de coagulacién de gel mediante LAL. Véase USP 24, NF19 <85> Bacterial Endotoxins
Test, 1829-1831. Segun se muestra en las Tablas 2 y 3 posteriormente, los niveles de endotoxinas se reducian
sustancialmente cuando la solucién de POE/etanol filtrada se usaba como el material de alimentacién para la
modificacién quimica.

Tabla 2
Contenido de Endotoxinas de PHP — Adicion de POE en Polvo
Lote Contenido de Endotoxinas (EU/ml)
A 0,50
B 0,26
C 0,24
D 0,26
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Tabla 3
Contenido de Endotoxinas de PHP — Adicién de POE Liquido
Lote Contenido de Endotoxinas (EU/ml)
E < 0,03
F <0,03
G <0,03
H <0,06

D. Reduccién de Productos de Alto Peso Molecular en PHP Preparado con POE en Polvo frente a Solucion de
POE/Etanol Filtrada

Los productos de alto peso molecular se ensayaron en PHP preparado con POE en polvo o con una solucién de
POE/etanol filtrada. Se realizaron andlisis usando SEC segun se describe en Talarico et &l., (1999) Biochemica et
Biophysica Acta 1476:53-65, y se muestran en las Figuras 2-5. Las Figuras 2 y 3 muestran los perfiles de elucion de
PHP preparado con POE en polvo o con solucién de POE/etanol filtrada, respectivamente. La Figura 4 muestra una
superposicion de los dos perfiles de las Figuras 2 y 3 a una escala de sensibilidad vertical ampliada de
aproximadamente dos veces la mostrada para los perfiles no superpuestos. La Figura 5 muestra la misma
superposicion que la Figura 4, pero con una sensibilidad vertical aproximadamente 100 veces la de la Figura 4.

Segun se muestra mas claramente en la Figura 5, el perfil de PHP obtenido usando POE en polvo muestra material
de producto de alto peso molecular que se eluye aproximadamente a los 10,3 minutos, con una masa de
15.548.068. En contraste, el perfil de PHP obtenido de POE/etanol filtrados no muestra ningin pico en esta region,
incluso a la escala de alta sensibilidad del perfil, indicando la presencia reducida sustancial de estos materiales de
alto peso molecular en PHP obtenido con materiales de partida de aPEG disueltos.

Todas las publicaciones y solicitudes de patente mencionadas en la memoria descriptiva son indicativas del nivel de
los expertos en la técnica que trata esta invencion.

Aunque la invencion precedente se ha descrito con algun detalle a modo de ilustraciéon y ejemplo con propositos de

claridad de comprension, sera obvio que pueden ponerse en practica ciertos cambios y modificaciones dentro del
alcance de las reivindicaciones adjuntas.

10
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REIVINDICACIONES

1. Un método para preparar una solucion de hemoglobina PEGilada que esta sustancialmente libre de
contaminantes, que comprende:

(a) disolver un polietilenglicol activado (aPEG) en un disolvente adecuado para la adicién a una solucion de
hemoglobina y en el que dicho aPEG es estable, en donde el disolvente se selecciona del grupo que consiste
en etanol, metanol y acetonitrilo;

(b) filtrar dicho aPEG disuelto a través de medios de filtracién que reducen sustancialmente los niveles de
contaminantes en la solucién de aPEG filtrada resultante, en donde los medios de filtracion son o incluyen un
filtro de membrana de 0,2 ym; y

(c) combinar asépticamente dicha solucion de aPEG filtrada resultante con una solucion de hemoglobina en
medios de combinacion, en donde la hemoglobina es hemoglobina libre de estroma purificada, y preparar dicha
solucion de hemoglobina PEGilada.

2. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el aPEG es polioxietileno (POE) activado.

3. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que los medios de filtracion reducen sustancialmente los
niveles contaminantes de endotoxinas en la solucién de aPEG filtrada.

4. El método de acuerdo con la reivindicacion 3, en el que los medios de filtracién reducen los niveles contaminantes
de endotoxinas en la solucién de aPEG filtrada en al menos 500 EU/cm? de area del filtro.

5. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que los medios de filtracion comprenden un filtro de nailon de
0,2 um.

6. El método de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la solucion de hemoglobina comprende hemoglobina
piridoxilada libre de estroma.

7. El método de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que los medios de filtracion y los medios de combinacién
estan unidos asépticamente.

11
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