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DESCRIPCION
Conjugados de resto de Factor IX y polimeros
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere generalmente a conjugados que comprenden un resto de Factor IX (es decir, un
resto que t iene act ividadd e F actor| X) y a un po limero. A demas, la presente invencion se refierea las
composiciones que comprenden los conjugados, los métodos para la sintesis de los conjugados, los métodos para el
suministro de los conjugados, y los métodos para el tratamiento de los pacientes.

Antecedentes de la invencion

La hemostasis es el proceso de detener el flujo de sangre desde un vaso sanguineo lesionado. Para los mamiferos,
asi como p ara otros muchos organismos, el proceso hemostatico es de importancia critica para la supervivencia
continuada. Los defectos del proceso hemostatico pueden provocar, por ejemplo, la incapacidad de formar de
manera eficaz coagulos sanguineos que sirven para detener la pérdida de sangre después de una lesion vascular.
En los seres humanos, los individuos que padecen una incapacidad para formar coagulos sanguineos se denominan
hemofilicos. Es de particular interés para los hemofilicos el riesgo que amenaza su vida, ya que una vez iniciado, el
sangrado nunca cesara.

Generalmente, los hemofilicos carecen de |a capacidad de producir cantidades eficaces de una o mas sustancias
que se requieren, en Ultima instancia, para la transformacion del fibrinégeno soluble en fibrina. P or ejemplo, | os
hemofilicos que padecen la hemofilia B (también |lamada "deficiencia c ongénita d el factor | X" y "enfermedad de
Navidad") tienen la incapacidad de producir niveles eficaces de Factor IX. El factor IX es un componente clave de
una de las varias "cascadas" de reacciones que dan como resultado la formacion de coagulos sanguineos. El factor
IX, critico para la cascada de reacciones mencionadas como la "via intrinseca", influye en ultima instancia en la
conversion del fibrinégeno en el componente principal de los coagulos sanguineos, la fibrina.

Aunque el proceso a t ravés del cual se forman los coagulos sanguineos es relativamente co mplejo, el papel del
Factor X en la via intrinseca se puede describir brevemente. Cuando la sangre entra en co ntacto con su perficies
con carga negativa y/o tejidos conectivos subendoteliales (como resultado de, por ejemplo, el dafio tisular asociado
con una laceracion), el Factor XII (o factor de Hageman) en presencia de otras sustancias se transforma en el Factor
Xlla. El factor Xlla (junto con otras sustancias) transforma el Factor XI| en el Factor Xla. A su vez, el Factor Xla (junto
con otras sustancias) transforma el Factor IX en el Factor 1Xa. El Factor VIII, el Factor 1Xa, los iones de calcio y las
micelas fosfolipidicas forman un c omplejo de lipoproteina con el Factor X y lo activan para formar el Factor Xa. A
partir de entonces, el Factor Xa (junto con otras sustancias) convierte | a protrombina en trombina, dando co mo
resultado la produccién en el tiempo de una cantidad relativamente grande de t rombina. Cantidades relativamente
grandes de trombina convierten el fibrinégeno en fibrina. La fibrina, a su vez, forma la matriz o la reticula
responsable de la formacion de los coagulos sanguineos.

Se m uestra e squematicamente a ¢ ontinuacion el pa pel del F actor| X en lavi a intrinseca de | a co agulacion
sanguinea.
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Afectando a uno de cada 34500 hombres, la hemofilia B puede provenir de una diversidad de mutaciones del gen del
Factor IX, que se encuentra en el cromosoma X. Dependiendo de la mutacion en particular, la hemofilia B se puede
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manifestar en si misma como grave, moderada o leve. Los individuos que padecen las formas mas graves de
hemofilia B carecen totalmente de |a capacidad d e expresar |as formas activas del F actor | X. Clinicamente, los
individuos afectados con hemofilia B padecen sangrados nasales, facil aparicion de hem atomas, hemorragia en las
articulaciones, y sangrado prolongado de las heridas. El tratamiento actual de la hemofilia B indica la infusion de
concentrado de Factor IX exdgeno recogido a partir de plasma humano o preparado a través de técnicas de ADN
recombinante. Debido a que sus tratamientos sélo sirven para complementar la carencia de | os niveles eficaces de
Factor IX, los individuos que padecen las formas graves de hem ofilia B necesitan inyecciones regulares (tan a
menudo como tres veces a la semana) de concentrado de Factor I X alolargo de sus vidas. Los pacientes que
padecen incluso las formas mas moderadas de hemofilia B a menudo necesitan la inyeccion de concentrado de
Factor IX antes y/o a continuacion de la cirugia y del trabajo dental.

Estan d isponibles varias f ormas comerciales de ¢ oncentrados de Factor | X para pr oporcionar la terapiad e
sustitucion para los pacientes que padecen hemofilia B. Por ejemplo, los productos de complejo de Factor IX
derivados de | a sangre (que co ntienen otros factores) se co mercializan con las marcas BEBULIN VH® (Baxter
Healthcare, Viena, Austria), KONYNE 80® (Bayer Corporation, Elkhart IN), PROFILNINE SD™ (Alpha Therapeutic
Corporation, Los Angeles CA), y PROPLEX T® (Baxter Healthcare, Glendale CA). Las formas algo mas purificadas
de productos del Factor I X se comercializan como las marcas ALPHANINE SD® (Alpha T herapeutic Corporation,
Los Angeles CA) e IVIONONINE® (Aventis Behring, Kankakee IL). Con respecto a los concentrados de Factor 1X
preparados de manera recombinante, actualmente esta disponible un producto con la marca BENEFIX®
(Wyeth/Genetics Institute, Cambridge IVIA).

Generalmente, la fuente recombinante de concentrado de Factor | X se favorece sobre las fuentes derivadas de la
sangre ya que las ultimas implican el riesgo de transmision de virus y/o otras enfermedades. Ademas, a menudo la
pureza es mas alta con la fuente recombinante, evitando de ese modo los problemas potenciales que surgen de la
administracion de factores de sangre no deseados y de otras proteinas generalmente presentes en fuentes
derivadas de la sangre.

A pesar de los beneficios de la administracion de una formulacién basada en recombinante, el procesamiento de los
productos basados en recombinantes a menudo necesita |a presencia de determinadas proteinas tales como la
albumina, que puede estar presente en la formulacién final administrada al paciente. Como resultado, los pacientes
que reciben tales formulaciones desarrollan reacciones alérgicas a estas proteinas e xtrafias. En cu alquier ca so,
tanto | os productos derivados de | a sa ngre co mo | os basados en r ecombinantes sufren|ad esventajadel a
administracion repetida.

La PEGilacion, o la union de un der ivado de poli(etilenglicol) a una proteina, se ha de scrito como un medio para
reducir la inmunogenicidad asi como un medio para prolongar la vida media in vivo de una proteina. Con respecto al
Factor 1X, sin embargo, los enfoques previos para la formacién de conjugados proteina-polimero sufrieron diversas
deficiencias.

Por ejemplo, |a P atente de | os Estados Unidos de América N° 5.969.040 describe un proceso que comprende la
etapa de oxidacion de los dioles vecinales de los restos de hidrato de carbono en la regidn de activacion del Factor
IX para formar aldehidos. Después de la etapa de oxidacion, el proceso que se ha descrito incluye la etapa de union
covalente de uno o mas polimeros no antigénicos [tales como un derivado de poli(etilenglicol) que soporta hidrazina]
a los restos oxidados de hidrato de carbono. Sin embargo, un problema con este enfoque, es la complejidad
aumentada atribuida a las etapas adicionales necesarias para obtener una forma oxidada del Factor | X. Ademas,
cualquier oxidante que pueda permanecer después de la etapa de oxidacion puede degradar el polimero asociado
con el conjugado. Finalmente, este enfoque se limita a la conjugacién usando polimeros especificos (es decir,
polimeros que contienen hidrazida) y regiones especificas en el Factor I X (es decir, dioles vecinales de los restos
hidrato de carbono en la region de activacion del Factor 1X).

La presencia de oxidantes (presentes como resultado del proceso que se ha descrito en la Patente de los Estados
Unidos de América N° 5.969.040, o por otras causas) presenta desafios adicionales con respecto a proporcionar un
producto farmacéuticamente aceptable de un polimero conjugado con el Factor IX. Especificamente, la metionina y
otros aminoacidos que co ntienen hi droxilo se pued en so meter a una oxidacion n o dese ada en presenciad e
oxidantes, introduciendo de ese modo grupos aldehido. Cualquier aldehido residual que no reaccion6 con el reactivo
polimérico sera reactivo y puede danar potencialmente la proteina. Para abordar este problema, los aldehidos sin
reaccionar necesitan una proteccion con glicina u otra molécula pequefia para estabilizar la proteina. Al hacerlo, sin
embargo, surge un problema analitico en el que, a efectos de regulacion, un producto se deberia definir faciimente;
la introduccién de componentes adicionales puede frustrar la definicion del producto de otra manera sencilla. En
particular, el uso de agentes protectores presentaria un desafio particularmente dificil.

La Patente de los Estados Unidos de América N° 6.037.452 describe la unién de un poli(6xido de alquileno) al Factor
IX, en el que la unién al Factor IX se efectia a través de un poli(6xido de alquileno) que soporta uno de los
siguientes grupos reactivos: triazina, acetilo, hidrazina, diazonio, amino, y éster de succinimidilo. Una vez mas, sin
embargo, la referencia carece de la divulgacion de llevar a ca bo una unién a través de polimeros que so portan
grupos reactivos distintos de triazina, acetilo, hidrazina, diazonio, amino, o éster de succinimidilo.
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El d ocumento US-A-6037452, el d ocumento WQ094/18247, el docu mento WO03/040211y el d ocumento WO
97/11957 describen, todos, la unién tedrica de polietilenglicol al Factor IX.

De est e m odo, sigue h abiendo u na necesidad en la técnica para proporcionar conjugados adicionales entre
polimeros solubles en agua y restos que tienen actividad de Factor IX. En particular, hay una n ecesidad para
proporcionar procesos mas sencillos para la conjugaciéon de un polimero con un resto que tiene actividad de Factor
IX. La presente invencién se dirige por lo tanto a tales conjugados asi como a las composiciones que comprenden
los conjugados y los métodos relacionados como se ha descrito en el presente documento, que se cree que son
nuevos y no se sugieren totalmente en la técnica.

Sumario de la invencion

Por consiguiente, en una o mas realizaciones de la presente invencién, se proporciona un conjugado, conjugado que
comprende un resto de Factor IX unido covalentemente, a través de una unién amida directamente o a través de un
resto es paciador compuesto de uno o m as atomos, a un polimero soluble en agua, en el que el peso molecular
promedio en peso del polimero soluble en agua es de 6000 daltons a 100000 daltons, en el que el conjugado no
incluye mas de 6 polimeros solubles en agua y en el que el polimero fuente de agua es poli(etilenglicol).

En una o mas realizaciones de la presente invencion, se proporciona un conjugado, conjugado que comprende un
resto de F actor | X u nido ¢ ovalentemente at ravés de una unién am ida d irectamenteoat ravés deunr esto
espaciador compuesto de uno o mas atomos a un polimero soluble en agua no lineal que es poli(etilenglicol).

En una o mas realizaciones de la presente invencion, se proporciona una composicion, composicion que comprende
una pluralidad de conjugados, en la que al menos aproximadamente el 80% de cada uno de todos los conjugados en
la composicion esta compuesto de un resto de Factor IX unido covalentemente a uno, dos, tres o cuatro polimeros
solubles en agua, cada polimero soluble en agua e n el conjugado tiene un pes o molecular promedio en peso de
desde 6000 a 100000 daltons y en el que adicionalmente para cada polimero soluble en agua en el conjugado, el
resto de F actor| X estaunidoat ravés deun enlace amida directamente o a través de unr esto esp aciador
compuesto de uno o mas atomos en el que el polimero soluble en agua valido se selecciona entre un poli(éxido de
alquileno), p oli(vinilpirrolidona), pol i(alcohol vi nilico), p olioxazolina, po li(poliol oxietilado), alcohol poliolefinico,
poli(hidroxialquilmetacrilamida), poli(hidroxialquilmetacrilato), polisacaridos, poli(a-hidroxiacido), polifosfazeno,
polioxazolina, y poli(acriloilmorfolina). Las composiciones incluyen todos los tipos de formulaciones y en particular
aquéllas que son ad ecuadas para la inyeccion tales como los polvos que se pu eden r econstituir, asi como los
liquidos (por ejemplo, suspensiones y soluciones).

En una o mas realizaciones de la presente invencidén, se proporciona un método para la preparacion de un
conjugado como se ha descrito anteriormente, comprendiendo el método la adicién de una composicién de reactivo
polimérico a una composicion de Factor IX en condiciones suficientes para dar como resultado un conjugado que
comprende un resto de Factor IX unido covalentemente, directamente o a través de un resto espaciador compuesto
de uno o mas atomos, a un polimero soluble en agua.

También se describe en el presente d ocumento u n m étodo para pr oporcionar e | suministro de un co njugado,
comprendiendo el método la administraciéon al paciente de una composicién que comprende un conjugado como se
ha descrito en el presente documento. La etapa de administraciéon del conjugado se puede efectuar por inyeccion
(por ejemplo, inyeccion intramuscular, inyeccion intravenosa, inyeccidn subcutanea, etcétera) u otro enfoque.

Breve descripcion de las figuras

La Figura 1 y la Figura 2 son copias de geles que resultan del analisis de muestras por electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE) descritas en los Ejemplos 1 a 4.

La Figura 3 es una copia de un gel que resulta del analisis SDS-PAGE de muestras descritas en los Ejemplos 5, 6,
10y 11.

La Figura 4 es una copia de un gel que resulta del analisis SDS-PAGE de muestras descritas en los Ejemplos 2,9 y
12 a 16.

La Figura 5 es una representacion grafica que corresponde a la solucién de conjugacion resultante del Ejemplo 1.
La Figura 6 es una representacion grafica que corresponde a la solucién de conjugacion resultante del Ejemplo 2.
La Figura 7 es una representacion grafica que corresponde a la solucién de conjugacion resultante del Ejemplo 3.

La Figura 8 es una representacion gréafica que corresponde a la solucién de conjugacion resultante del Ejemplo 4.
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La Figura 9 es una representacion grafica que corresponde a la solucion de conjugacion resultante del Ejemplo 12.
La Figura 10 es una representacion grafica que corresponde a la solucidon de conjugacion resultante del Ejemplo 13.
La Figura 11 es una representacion grafica que corresponde a la solucion de conjugacion resultante del Ejemplo 14.
La Figura 12 es una representacion grafica que corresponde a la solucidon de conjugacion resultante del Ejemplo 15.
Descripcion detallada de la invenciéon

Se deb e indicar que, como se usa en| a presente memoria d escriptiva y en | as reivindicaciones, las formas en
singular "un," "una,” "uno," y "el" incluyen referentes en plural a m enos que el contexto indique claramente | o
contrario. Por lo tanto, por ejemplo, la referencia a "un polimero" incluye un polimero Unico asi como dos o mas de
los mismos o diferentes polimeros, la referencia a "un excipiente opcional" se refiere a un excipiente opcional Unico
asi como a dos o0 mas de los mismos o de diferentes excipientes opcionales.

Al describir y reivindicar la presente invencion, se usara la siguiente terminologia de acuerdo con las definiciones
que se describen a continuacion.

"PEG," "polietilenglicol" y "poli(etilenglicol)’, como se usa en el presente documento, soni ntercambiables.
Tipicamente, P EG parasu uso deac uerdoco nla presente invenciéon comprende | a si guiente est ructura "-
(OCH2CH>)x-" en la que (n) es de 2 a 4000. Como se usa en el presente documento, PEG también incluye "-
CH2CH2-O(CH2CH20),CH2CH2-"  y"-(OCH2CH>),O-," dependiendo d e si se han de splazado on ol os oxigenos
terminales. A lo largo de la memoria descriptiva y de las reivindicaciones, se deberia recordar que el término "PEG"
incluye las estructuras que tienen diversos grupos terminales o "protectores terminales" etcétera. El término "PEG"
también significa un polimero que contiene una mayoria, es decir, mas de un 50%, de subunidades de repeticion -
OCH,CH»-. Con respecto a las formas especificas, el PEG puede adoptar cualquier nimero de una diversidad de
pesos moleculares, asi como las estructuras o las geometrias tales como "ramificada," "lineal," "bifurcada,"
"multifuncional,"” que se describiran con mayor detalle a continuacién.

Los términos "terminacién protegida" y "protegido terminalmente" se usan de f orma intercambiable en el presente
documento p ara referirse a una parte terminal o a un e xtremo de un polimero que tiene un resto con proteccién
terminal. Tipicamente, aunque no necesariamente, el resto de proteccion terminal comprende un grupo hidroxi o
alcoxi C1-20, mas preferentemente un grupo alcoxi C1.19, y aun mas preferentemente un grupo alcoxi C15. De este
modo, los ejemplos de restos de proteccion terminal incluyen alcoxi (por ejemplo, metoxi, etoxi y benciloxi), asi como
arilo, heteroarilo, ciclo, heterociclo. Se debe recordar que el resto de proteccion terminal puede incluir uno o m as
atomos del m ondmero terminal en el pol imero [por ejemplo, elr esto de proteccion terminal "metoxi" en
CH30O(CH2CH20),-] o no [ por ej emplo, " CH3" e n CH 3(OCH2CH>),-]. Ademas, se p revén las formas saturada,
insaturada, sustituida y no sustituida de cada uno de los anteriores. Ademas, el grupo de proteccion terminal también
puede s erun silano. El grupo de proteccién t erminal también p uede co mprender ventajosamente un m arcador
detectable. Cuando el polimero tiene grupo de proteccion terminal que comprende un marcador detectable, se puede
determinar | a cantidad o la posicion del p olimero y/o del resto (por ejemplo, agente activo) al que se acopla el
polimero usando un det ector adecu ado. Tales marcadores incluyen f luorescentes, quimioluminiscentes, restos
usados en marcado enzimatico, restos colorimétricos (por ejemplo, colorantes), iones metalicos, restos radiactivos.
Los detectores adecuados incluyen fotdmetros, peliculas, espectrometros. El grupo de proteccion terminal también
puede comprender ventajosamente un fosfolipido. Cuando el polimero tiene un grupo de proteccion terminal que
comprende un f osfolipido, se co nfieren propiedades Unicas al polimero y a cu alquier co njugado r esultante. Los
fosfolipidos ejemplares incluyen aquéllos seleccionados entre la clase de fosfolipidos denominados fosfatidilcolinas.
Los fosfolipidos especificos incluyen aquéllos seleccionados del grupo que ¢ onsiste en d ilauroilfosfatidilcolina,
dioleilfosfatidilcolina, dipalmitoilfosfatidilcolina, diesteroilfosfatidilcolina, behenoilfosfatidilcolina,
araquidoilfosfatidilcolina, y lecitina.

"De origen no natural" con respecto a un polimero que se ha descr ito en el presente docu mento, si gnifica un
polimero que no se encuentra en la naturaleza en su totalidad. Un polimero de origen no natural puede contener, sin
embargo, uno o mas mondémeros o segmentos de monémeros que son de origen natural, siempre que la estructura
global del polimero no se encuentre en la naturaleza.

El término "soluble en agua " como en un "polimero soluble en agua" es cualquier polimero que es soluble en agua a
temperatura ambiente. Tipicamente, un polimero soluble en agua transmitira al menos aproximadamente el 75%,
mas preferentemente al m enos aproximadamente el 95%, de laluz transmitida at ravés de |l a misma so lucién
después de la filtracién. En base al peso, un polimero soluble en agua sera preferentemente soluble en agua en al
menos aproximadamente un 35% (en peso), mas preferentemente soluble en agua en al menos aproximadamente
un 50% (en peso), aun mas preferentemente soluble en agua en aproximadamente un 70% (en peso), y aun mas
preferentemente soluble en agua en aproximadamente un 85% (en peso). Sin embargo, es mas preferente, que el
polimero soluble en agua sea soluble en agua en aproximadamente un 95% (en peso) o totalmente soluble en agua.
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Peso molecular en el contexto de un polimero soluble en agua, tal como PEG, se puede e xpresar como un peso
molecular promedio en numero o un peso molecular promedio en peso. A menos que se indique lo contrario, en el
presente documento todas las referencias al peso molecular se refieren al peso molecular promedio en peso. Tanto
las determinaciones de peso molecular, promedio en nimero como promedio en peso, se pueden medir usando la
cromatografia de e xclusion molecular u otras técnicas de cr omatografia | iquida. También se pu eden usar ot ros
métodos para la medida de los valores del peso molecular, tales como el uso del analisis del grupo terminal o la
medida de las propiedades coligativas (por ejemplo, disminucion del punto de congelacion, elevacion del punto de
ebulliciéon, o presion osm 6tica) para d eterminar el peso molecular promedio en n imero o el uso de técnicas de
dispersidon de la luz, ultracentrifugacion o viscometria para d eterminar el p eso molecular promedio en peso. Los
polimeros de la presente invencion son tipicamente polidispersos (es decir, el peso molecular promedio en nimero y
el peso molecular promedio en peso de los polimeros no es el mismo), teniendo bajos valores de polidispersion
preferentemente menores que aproximadamente 1,2, mas preferentemente menores que aproximadamente 1,15,
aun m as preferentemente m enores que a proximadamente 1,10, todavia ain m as preferentemente menores que
aproximadamente 1,05, y mas preferentemente menores que aproximadamente 1,03. Como se usa en el presente
documento, las referencias a veces se haran para un polimero soluble en agua unico que tiene un peso molecular
promedio en peso o un peso molecular promedio en nimero; se entendera que tales referencias significan que el
polimero soluble en agua Unico se obtuvo a partir de una composicién de polimeros solubles en agua que tienen el
peso molecular indicado.

Los términos "activo" o "activado" cuando se usan en conjunto con un grupo funcional en particular, se refieren a un
grupo funcional reactivo que reacciona rapidamente con un electréfilo o con un nucledfilo o con otra molécula. Esto
sucede en contraste con aquellos grupos que requieren catalizadores fuertes o condiciones de reaccién muy poco
practicas para reaccionar (es decir, un grupo "no reactivo" o "inerte").

Como se usa en el presente documento, el término "grupo funcional" o cualquier sinénimo del mismo significa que
incluye las formas protegidas del mismo asi como las formas no protegidas.

Los términos "resto espaciador," "enlace" y "engarce" se usan en el presente documento para referirse a un atomo o
a un conjunto de atomos usados opcionalmente para unir restos de interconexién tales como una parte terminal de
un polimero soluble en agua y unr esto del Factor | X o un r esto el ectréfilo o n ucledfilo de u n Factor | X. El resto
espaciador p uede se r hidroliticamente estable o puede incluir unen lace f isioldgicamente hidrolizable o
enzimaticamente degradable.

“Alquilo" se refiere a una cadena de hidrocarburos, que oscila tipicamente de aproximadamente 1 a 15 atomos de
longitud. Tales cadenas de hidrocarburos son preferentemente, pero no necesariamente, saturadas y pueden ser de
cadena ramificada o lineal, aunque tipicamente se prefiere la cadena lineal. Los grupos alquilo ejemplares incluyen
metilo, etilo, propilo, butilo, pentilo, 1-metilbutilo, 1-etilpropilo, 3-metilpentilo, y similares. Como se usa en el presente
documento, "alquilo” incluye cicloalquilo asi como alquilo que contiene cicloalquileno.

"Alquilo inferior” se refiere a un grupo alquilo que contiene de 1 a 6 atomos de carbono, y puede ser de cadena lineal
o ramificado, como se ejemplifica a través de metilo, etilo, n-butilo, i-butilo, y t-butilo.

"Cicloalquilo” se refiere a una cadena de hidrocarburo ciclico saturado o insaturado, que incluye compuestos ciclicos
con puente, condensados, o espiro, compuestos preferentemente de 3 a aproximadamente 12 atomos de carbono,
mas preferentemente de 3 a aproximadamente 8 atomos de carbono. "Cicloalquileno" se refiere a un grupo
cicloalquilo que se inserta en una cadenade alquilo através del enlace de la cadena a cualquierade los dos
carbonos en el sistema de anillo ciclico.

"Alcoxi" se refiere a un grupo -O-R, en el que R es alquilo o alquilo sustituido, preferentemente alquilo C1 (por
ejemplo, metoxi, etoxi, propiloxi, etcétera).

El término "sustituido" como en, por ejemplo, "alquilo sustituido," se refiere a un resto (por ejemplo, un grupo alquilo)
sustituido con uno o mas sustituyentes que no interfieren, tales como, pero no limitados a: alquilo, cicloalquilo C3.g,
por ejemplo, ciclopropilo, ciclobutilo; halo, por ejemplo, fldor, cloro, bromo, y yodo; ciano; alcoxi, fenilo inferior; fenilo
sustituido; "Arilo sustituido” es un arilo que tiene uno o mas grupos que no interfieren como un sustituyente. Para las
sustituciones de un anillo de fenilo, los sustituyentes pueden estar en cualquier orientacién (es decir, orto, meta, o
para).

"Sustituyentes que noi nterfieren" son aquellos grupos que, cuando estan pr esentes en un am olécula, son
tipicamente no reactivos con otros grupos funcionales contenidos en la molécula.

"Arilo” significa uno o mas anillos aromaticos, cada uno con 5 6 6 atomos de carbono en el nucleo. Arilo incluye
multiples anillos arilo que pueden estar condensados, como en naftilo o sin condensar, como en bifenilo. Los anillos
arilo también pueden estar condensados o sin condensar con uno o mas anillos de hidrocarburo ciclico, heteroarilo,
o heterociclico. Como se usa en el presente documento, "arilo” incluye heteroarilo.
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"Heteroarilo” es un grupo arilo que contiene de uno a cuatro heteroatomos, preferentemente azufre, o xigeno, o
nitrégeno, o una combinacién de los mismos. Los anillos de heteroarilo también pueden estar condensados con uno
o mas anillos de hidrocarburo ciclico, heterociclico, arilo, o heteroarilo.

"Heterociclo" o "heterociclico” significa uno o mas anillos de 5-12 atomos, preferentemente de 5-7 atomos, con o sin
insaturacion o caracter aromatico y que tienen al menos un atomo en el anillo que no es carbono. Los heteroatomos
preferentes incluyen azufre, oxigeno, y nitrégeno.

"Heteroarilo sustituido” es un heteroarilo que tiene uno o mas grupos que no interfieren como sustituyentes.

"Heterociclo sustituido" es un heterociclo que tiene una 0 mas cadenas laterales formadas a partir de sustituyentes
gue no interfieren.

Un "radical organico" como se usa en el presente documento incluira alquilo, alquilo sustituido, arilo y arilo sustituido.

"Electrofilo" y "grupo electrofilico" se refieren a un ion o atomo o conjunto de atomos, que pueden ser idnicos, que
tienen un centro electrofilico, es decir, un centro que busca electrones, capaz de reaccionar con un nucledfilo.

"Nucledfilo" y "grupo nucleofilico" se refieren a un ion o atomo o conjunto de atomos, que pueden ser idnicos, que
tienen un ¢ entro nucl eofilico, es decir, un centro que busca un ¢ entro e lectrofilico o capaz de reaccionar con un
electrdfilo.

Un enlace "fisiolégicamente escindible" o "hidrolizable" es un enlace que reacciona con agua (es decir, se hidroliza)
en condiciones fisiolégicas. La tendencia de un enlace a hidrolizarse en agua dependera no sélo del tipo general de
enlace que une los dos atomos principales sino también de los sustituyentes unidos a éstos atomos principales. Los
enlaces hidroliticamente inestables o débiles apropiados incluyen éster de carboxilato, éster de fosfato, anhidridos,
acetales, cetales, aciloxialquil éter, iminas, ortoésteres, péptidos y oligonucledtidos.

Un "enlace enzimaticamente degradable" significa un enlace que es objeto de degradacion mediante una o mas
enzimas.

Un enlace o union "hidroliticamente estable" se refiere a un enlace quimico, tipicamente un enlace covalente, que es
basicamente e stable en a gua, es decir, no e xperimenta hidrélisis en co ndiciones fisioldgicas en n ingun gr ado
apreciable durante un periodo prolongado de tiempo. Los ejemplos de enlaces hidroliticamente estables incluyen los
siguientes: enlaces carbono-carbono (por ejemplo, en cadenas alifaticas), éteres, amidas, uretano. G eneralmente,
un enlace hidroliticamente estable es el que presenta una tasa de hidrdlisis de menos de aproximadamente el 1-2%
por di a en c ondiciones fisioldgicas. Las tasas de hidrdlisis de los enlaces quimicos r epresentativos se p ueden
encontrar en la mayoria de los libros de texto de quimica estandar.

"Excipiente farmacéuticamente activo" s e refiere a un excipiente q ue p uede estar opcionalmente incluido en las
composiciones de | a pr esente i ntencién y que no produce ef ectos toxicoldgicos adversos significativos en e |
paciente.

"Cantidad terapéuticamente eficaz" se usa en el presente documento para significar la cantidad de un conjugado
polimero-resto de Factor IX que se necesita para proporcionar un nivel deseado del conjugado (o el correspondiente
resto de F actor IX no co njugado) en la corriente sanguinea o en el tejido diana. La cantidad precisa dependera de
numerosos factores, por ejemplo, el resto de Factor IX en particular, los componentes y las caracteristicas fisicas de
la composicién terapéutica, poblacion de pacientes pretendida, del modo de suministro, consideraciones del paciente
individual, y se pueden determinar rapidamente por un experto en | a materia, en base a |l a informacién que se ha
proporcionado el presente documento.

"Multifuncional" significa un polimero que tiene tres 0 mas grupos funcionales contenidos en el mismo, en el que los
grupos funcionales pueden se ri guales odi ferentes. Los reactivos pol iméricos multifuncionales contendran
tipicamente aproximadamente 3-100 grupos funcionales, o 3-50 grupos funcionales, o 3-25 grupos funcionales, o 3-
15 grupos funcionales, o de 3 a 10 grupos funcionales, o contendran 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 6 10 grupos funcionales en la
estructura polimérica.

El término "resto de Factor IX,” como se usa en el presente documento, se refiere a un resto que tiene actividad de
Factor IX. El resto de Factor IX también tendra al menos un grupo electrofilico o grupo nucleofilico adecuado para la
reaccion con un reactivo polimérico. Tipicamente, aunque no necesariamente, el resto de Factor IX es una proteina.
Ademas, el término "resto de Factor IX" incluye tanto al resto de Factor IX anterior a la conjugacion como al residuo
del resto de Factor IX que sigue a la conjugacion. Como se explicara con mas detalle posteriormente, un experto en
la materia puede determinar si cualquier resto dado tiene actividad de Factor IX. Una proteina que comprende una
secuencia de aminoacidos que corresponde a SEC ID N° 1 es un resto de Factor IX, asi como cualquier proteina o
polipéptido basicamente homdlogo a esto, cuyas propiedades bioldgicas dan como resultado la actividad de Factor
IX. Como se usa en el presente documento, el término "resto de F actor IX" incluye proteinas modificadas de forma
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deliberada, como por ejemplo, a través de mutagénesis dirigida al sitio o accidentalmente a través de mutaciones. El
término "resto de F actor | X" también incluye derivados que t ienende 1a6 sitios de glicosilacion ad icionales,
derivados que tienen al menos un aminoacido adicional en la p arte terminal carboxi de la proteinaenl aque el
aminoacido o aminoacidos adicionales incluyen al menos un sitio de glicosilacion, y derivados que tienen una
secuencia de aminoacidos que incluyen al menos un sitio de glicosilacion.

El término "basicamente homodlogo” significa que una se cuencia objeto en particular, por ejemplo, una s ecuencia
mutante, varia a partir de una secuencia de referencia mediante una o mas sustituciones, eliminaciones, o adiciones,
cuyo efecto neto no da como resultado una disimilitud funcional adversa entre las secuencias de referencia y objeto.
Para | os propositos de | a p resente invencion, las secuencias que tienen mas del 95 por ciento d e hom ologia,
propiedades biolégicas equivalentes (aunque grados potencialmente diferentes de actividad), y caracteristicas de
expresion e quivalentes se consideran basicamente h omodlogas. Paral os propdsitos de determinaciond el a
homologia, se deberia descartar el truncamiento de la secuencia madura. Las secuencias que tienen menores
grados de h omologia, bioactividad comparable, y c aracteristicas de e xpresién equ ivalentes se co nsideran
basicamente equivalentes. Los restos de Factor | X ejemplares para suusoen el presente d ocumento incluyen
aquellas proteinas que tienen una secuencia que es basicamente homéloga a SEC ID N° 1.

El término "fragmento" significa cualquier proteina o polipéptido qu e tiene una se cuencia de aminoacidos de una
porcién de un resto de F actor | X que mantiene algun grado de actividad de Factor I X. Los fragmentos incluyen
proteinas o polipéptidos producidos a través de la degradacion proteolitica de la proteina del Factor IX o producidas
a través de sintesis quimicas a través de métodos rutinarios en la técnica. La determinacion de si un fragmento en
particular tiene la actividad biolégica de Factor IX se puede llevar a cabo a través de ensayos convencionales, bien
conocidos, utilizados para tales fines en una o mas especies de mamiferos. Se describe en el presente documento
un ensayo apropiado que se puede utilizar para demostrar tal actividad bioldgica.

Una "variante de supresion" de un resto de Factor IX es el péptido o la proteina en los que se ha suprimido un resto
de aminoacidos del resto de Factor IX y los restos de aminoacidos que preceden y que siguen al resto de
aminoacidos estan conectados a través de un enlace amida (excepto en los casos en los que el resto de aminoacido
suprimido estaba situado en una parte terminal del péptido o de la proteina). Las variantes de supresion incluyen los
casos en los que solamente un Unico resto de am inoacido se ha su primido, asi como en | os casos en | 0s que se
suprimen dos aminoacidos, se suprimen tres aminoacidos, se suprimen cuatro aminoacidos, etcétera. Cada variante
de supresién debe, sin embargo, mantener algun grado de actividad de Factor IX.

Una "variante de sustitucion" de un resto de Factor IX es el péptido o la proteina en los que se ha suprimido un resto
de aminoacido delresto de Factor | X y un resto de aminoacido distinto ha ocupado su lugar. Las variantes de
sustitucion incluyen los casos en los que solamente se ha sustituido un resto de aminoacido Unico, asi como los
casos en los que se sustituyen dos aminoacidos, se sustituyen tres aminoacidos, se sustituyen cuatro aminoacidos,
etcétera. Cada variante de sustitucién debe tener, sin embargo, algun grado de actividad de Factor IX.

Una "variante de ad iciéon" de un resto de F actor IX es el péptido o proteina en | os que se ha afi adido un resto de
aminoacido al resto de F actor X en una s ecuencia de aminoacidos y los restos de aminoacidos adyacentes estan
unidos al resto de aminoacido a través de enlaces amida (excepto los casos en los que el resto de aminoacido
afnadido esta situado en u na parte terminal del péptido o d e la proteina, en el que sélo un enlace amida se une al
resto de aminoacido afiadido). Las variantes de adicién incluyen los casos en los que sélo se ha afiadido un resto de
aminoacido U nico, asi como los casos en los que se afiaden d os aminoacidos, se afiaden tres aminoacidos, se
afiaden cuatro aminoacidos, etcétera. Cada variaciéon de adicion debe tener, sin embargo, algun grado de actividad
de Factor IX.

El término "paciente," se refiere a un organismo vivo que padece o que es propenso a una afeccién que se puede
prevenir o tratar a través de la administracion de un agente activo (por ejemplo, un conjugado), e incluye tanto seres
humanos como animales.

"Opcional" u "opcionalmente" significa que la circunstancia descrita posteriormente puede suceder o no suceder, de
manera que la distincion incluye los casos en los que la circunstancia ocurre y los casos en los que no lo hace.

"Basicamente" (a menos que se defina especificamente para un contexto en particular en otro lugar o el contexto
claramente indique lo contrario) significa casi totalmente o completamente, por ejemplo, satisfaciendo uno o mas de
los siguientes casos: mayor que el 50%, 51% o superior, 75% o superior, 80% o superior, 90% o superior, y 95% o
superior de la condicion.

A menos que el contexto indique claramente lo contrario, cuando el término "aproximadamente" precede a un valor
numeérico, se entiende que valor numérico significa £ 10% del valor numérico indicado.

Los restos de aminoacidos en los péptidos se abrevian como sigue: Fenilalanina es Phe o F; Leucina es Leu o L;
Isoleucina es lle o |; Metionina es Met o M; Valina es Val o V; Serina es Ser o S; Prolina es Pro o P; Treonina es Thr
o T; Alanina es Ala o A; Tirosina es Tyr o Y; Histidina es His o H; Glutamina es GIn o Q; Asparagina es Asn o N;
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Lisina es Lys o K; Acido Aspartico es Asp o D; Acido Glutamico es Glu o E; Cisteina es Cys o C; Triptéfano es Trp o
W; Arginina es Arg o R; y Glicina es Gly o G.

Volviendo a una o mas de las realizaciones de la presente invencién, se proporciona un conjugado, conjugado que
comprende un resto de Factor IX unido covalentemente a través de un enlace amida, bien directamente o bien a
través d e un resto es paciador qu e comprende uno o mas atomos, a un polimero s oluble en agua como se ha
definido anteriormente. Los conjugados de la presente invencion tendran una o mas de las siguientes caracteristicas.

El Resto de Factor IX

Como s e ha indicado pr eviamente, e | t érmino "resto de F actor | X" incluira el r esto d e F actor | X anterior ala
conjugacion asi como el resto de Factor IX que sigue a la unién con un polimero soluble en agua. Se entiende, sin
embargo, que cuando un resto de Factor IX esta unido a un polimero soluble en agua no peptidico, el resto de
Factor IX se altera ligeramente debido a la presencia de uno o mas enlaces covalentes asociados con el enlace al
polimero (o al resto espaciador que esta unido al polimero). A menudo, esta forma ligeramente alterada del resto de
Factor IX unido a otra molécula se denomina "residuo" del resto de Factor IX.

El resto de Factor IX se puede obtener a partir de métodos no recombinantes o a partir de métodos recombinantes.
Ademas, el resto de Factor IX se puede obtener a partir de fuentes humanas o a partir de fuentes animales.

El resto de Factor IX se puede obtener de manera no r ecombinante. Por ejemplo, el resto de F actor I X se puede
obtener a partir de fuentes derivadas de la sangre. En particular, el Factor IX se puede fraccionar a partir del plasma
humano usando técnicas de precipitacion y de centrifugacion conocidas por los expertos habituales en la materia.
Véase, por ejemplo, Wickerhauser (1976) Transfusion 16(4):345-350 y Slichter et al. (1976) Transfusion 16(6):616-
626. El Factor IX también se puede aislar a partir de los granulocitos humanos. Véase Szmitkoski et al. (1977)
Haematologia (Budap.) 11(1-2):177-187.

Elr estode F actor| X se p uede obt ener a par tirde métodos recombinantes. P or ej emplo, se ha ai slado,
caracterizado, y clonado en vectores de expresion el ADNc que codifican para el Factor IX nativo, que es un resto de
Factor IX. Véase, por ejemplo, Choo et al. (1982) "Molecular Cloning of the Gene for Human Anti-hemophilic Factor
IX," Nature, Vol. 299: 178-180, and Kurachi et al. (1982) "Isolation and Characterization of a cDNA Coding for Human
Factor IX," Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., Vol. 79:6461-65.

Una vez expresado, el Factor IX nativo es una glicoproteina de cadena Unica de aproximadamente 55000 daltons.
Se puede considerar estructuralmente que tiene cuatro dominios: el dominio rico en Gla o gamma carboxiglutamato;
las regiones de tipo EGF; el péptido de activacion; y el sitio activo. La se cuencia de am inoacidos expresada se
proporciona como SEC IDN° 1. A menos que se indique de forma especifica, todas las asignaciones de una
ubicacién numérica de un resto de aminoacido como se ha proporcionado el presente documento son en base a la
SEC ID N° 1.

Los métodos recombinantes ejemplares usados para preparar un resto de Factor IX (ya sea Factor IX nativo o una
proteina diferente que tiene la actividad de Factor | X) se pueden describir brevemente. Tales métodos implican |la
construccioén del acido nucleico que codifica el polipéptido o fragmento deseado, la clonacion del acido nucleico en
un vector de expresion, la transformacion en una célula huésped (por ejemplo, planta, bacterias tales como E. coli,
levaduras tales como Saccharomyces cerevisiae, o células de mamifero tales como células ovaricas de hamster
Chino o células de rifién de cria de hamster), y la expresion del acido nucl eico p ara pr oducir el polipéptido o
fragmento des eado. La e xpresién p uede o currirat ravés de la expresion e xdgena (cuando | a célula hu ésped
contiene de forma natural la codificacién genética deseada) o a través de la expresion endégena. Los métodos para
la produccién y la expresion de los polipéptidos recombinantes in vitro en células huésped procariotas y eucariotas
se conocen por los expertos en la materia. Véase, por ejemplo, el documento de Patente de los Estados Unidos de
América N° 4.868.122.

Para facilitar la identificacion y la purificacion de un polipéptido recombinante, las secuencias de acidos nucleicos
que codifican para una marca de epitopo u otra secuencia de af inidad de unién se pueden insertar o afladiren el
marco con secuencia de codificacion, produciendo de ese modo una proteina de fusiéon que co mprende e |
polipéptido deseado y un polipéptido adecuado para la unién. Las proteinas de fusion se pueden identificar y
purificar mediante un primer procesado de una mezcla que contiene la proteina de fusion a través de una columna
de afinidad que soporta restos de unién (por ejemplo, anticuerpos) dirigidos contra la marca del epitopo u otra
secuencia de union en las proteinas de fusion, uniendo de ese modo la proteina de fusién a la columna. A partir de
entonces, se puede recuperar |l a proteina de fusion lavando la columna con la solucién apropiada (por e jemplo,
acido) para el liberar la proteina de fusion unida. También se puede identificar el polipéptido recombinante y purificar
lisando | as células huésped, separando el polipéptido, p or ejemplo, a través de cr omatografia d e ex clusién por
tamafio, yrecogiendo el polipéptido. Estos y ot ros métodos de i dentificacion vy t ipificacion de | os pol ipéptidos
recombinantes se conocen por los expertos habituales en la materia. En una o mas realizaciones de la presente
invencion, sin embargo, se prefiere que el resto de Factor IX no esté formando por una proteina de fusion.
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Dependiendo del sistema usado para expresar las proteinas que tienen actividad de Factor IX, el resto de Factor IX
puede estar glicosilado o no glicosilado y se pueden usar cualquiera de los dos. Es decir, el resto de Factor IX puede
estar no glicosilado o el resto de Factor IX puede estar glicosilado. En una o mas realizaciones de la presente
invencion, se prefiere que el resto de Factor IX esté glicosilado.

El resto que tiene actividad de F actor | X se p uede m odificar ventajosamente para incluir uno o mas restos de
aminoacidos tales como, por ejemplo, lisina, cisteina y/o arginina, para facilitar la unién de un polimero a un dtomo
dentro de un aminoacido. Ademas, el resto de F actor | X se puede modificar para incluir restos de aminoacidos de
origen no natural. Las técnicas para la direccion de restos de aminoacidos y de restos de aminoacidos de origen no
natural son bien conocidas por los expertos habituales en |la materia. Se hace referenciaa J. March, Advanced
Organic Chemistry: Reactions Mechanisms and Structure, 42 Ed. (New York: Wiley-Interscience, 1992).

Ademas, el restode F actor | X se puede modificar ve ntajosamente p ara i ncluir I a u nién de un gr upo f uncional
(diferente que mediante la adiciéon de un resto de aminoacido que contiene un grupo funcional). Por ejemplo, el resto
de Factor | X se puede modificar para incluir un grupo tiol. Ademas, el resto de F actor IX se puede modificar para
incluir un carbono alfa N-terminal. Ademas, el resto de Factor IX se puede modificar la incluir uno o mas restos de
hidrato de carbono. También se pueden usar los restos de Factor IX modificados para contener un aminoxi, aldehido
u otro grupo funcional.

Los Ejemplos de restos de Factor IX incluyen los siguientes: Factor IX; Factor 1Xa; versiones truncadas del Factor IX;
proteinas hibridas, y p eptidomiméticos que tengan actividad de Factor IX. También pueden servircomo resto de
Factor IX los fragmentos biolégicamente activos, las variantes de supresion, las variantes de sustitucién o las
variantes de adicion de cualquiera de los anteriores que mantengan al menos algun grado de actividad de Factor IX.

Para cualquier resto dado, es posible determinar si el resto tiene actividad de Factor IX. Por ejemplo, se han criado
intencionadamente varias lineas de animales con la mutacién genética para la hemofilia de m anera que un animal
criado a partir de tal linea tiene unos niveles muy bajos e insuficientes de Factor IX. Tales lineas estan disponibles a
partir de una diversidad de fuentes tales como, sin limitacion, la Division de Laboratorios e Investigacion,
Departmento de Salud Publica de Nueva York, Albany, NY y el Departamento de Patologia, Universidad de Carolina
del Norte, Chapel Hill, NC. Ambas fuentes, por ejemplo, proporcionan perros que padecen la hemofilia B canina.
Para ensayar la actividad de Factor IX de cualquier resto dado en cuestion, el resto se inyecta en el animal enfermo,
se hace una pequefia incisién y se compara el tiempo de hemorragia con un control sano. Otro método util para
determinar la actividad del F actor I X es determinar el cofactor y la actividad pro-coagulante. Véase, por ejemplo,
Mertens et al. (1993) Brit. J. Haematol. 8 5: 133-42. También se pueden usar otros m étodos co nocidos por | os
expertos en la materia para determinar si un resto dado tiene una actividad de Factor IX. Tales métodos son utiles
para determinar la actividad de Factor IX tanto de un resto de Factor IX propuesto como del conjugado de polimero-
resto de Factor IX correspondiente.

El Polimero Soluble en Agua

Como se discutié anteriormente, cada conjugado comprende un resto de Factor | X unido a un polimero soluble en
agua. Con respecto al polimero soluble en agua, el polimero soluble agua es no peptidico, no téxico, de origen no
natural y biocompatible. Con respecto a la biocompatibilidad, una sustancia se considera biocompatible si los efectos
beneficiosos asociados con el uso de la sustancia sola o con otra sustancia (por ejemplo, un agente activo tal como
un resto de Factor 1X) en contacto con los tejidos vivos (por ejemplo, administracion a un paciente) tienen mas peso
que cualquier efecto perjudicial segun la evaluacién de un clinico, por ejemplo, un médico. Con respecto a la no
inmunogenicidad, una sustancia se considera no inmunogénica si el uso no previsto de la sustancia in vivo no
produce una respuesta inmune no deseada (por ejemplo, la formaciéon de anticuerpos) o, si se produce una
respuesta inmune, lo hace de modo que tal respuesta no se considera clinicamente significativa o importante segun
la evaluacion de un clinico. Se prefiere particularmente que el polimero soluble en agua sea biocompatible y no
inmunogénico.

Adicionalmente, el polimero se caracteriza tipicamente porque tiene de 2 a aproximadamente 300 extremos y en
particular se selecciona entre poli(alquilenglicoles) tales como polietilenglicol (PEG), poli(propilenglicol) ("PPG"),
copolimeros de etilenglicol y de propilenglicol, poli(poliol oxietilado), poli(alcohol olefinico), p oli(vinilpirrolidona),
poli(hidroxialquilimetacrilamida), poli(hidroxialquilmetacrilato), poli(sacaridos), pol i(a-hidroxiacido), pol i(alcohol
vinilico), polifosfaceno, polioxazolina, poli(N-acriloilmorfolina), y las combinaciones de cualquiera de los anteriores.

El polimero no se limita a una estructura en particular y puede ser lineal (por ejemplo, alcoxi PEG o PEG funcional),
o no lineal tal como ramificado, bifurcado, de ramas multiples (por ejemplo, PEG unido a u n nacleo de poliol), y
dendritico. Ademas, la estructura interna del polimero se puede organizar con cualquier nim ero de pat rones
diferentes y s e pue de se leccionar del grupo qu e co nsiste en homopolimero, copolimero alternante, copolimero
aleatorio, copolimero en bloque, tripolimero alternante, tripolimero aleatorio, y tripolimero en bloque.

Tipicamente, el PEG activado y otros polimeros solubles en agu a activados (es d ecir, reactivos poliméricos) se
activan con un grupo activador adecuado apropiado para el acoplamiento a un sitio deseado en el resto de Factor IX.
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Por 1 o tanto, un reactivo p olimérico pos eera un gr upo reactivo para la reaccién con el resto de Factor | X. Los
reactivos poliméricos y los métodos representativos para la conjugacion de estos polimeros con un resto activo se
conocen en la técnica y se describen adicionalmente en Zaiipsky, S., et al., "Use of Functionalized P oly(Ethylene
Glycols) f or Modification o f P olypeptides” en P olyethylene Glycol Chemistry: B iotechnical a nd B iomedical
Applications, J. M. Harris, Plenus Press, New Y ork (1992), y en Zaiipsky (1995) Advanced Drug Reviews 16: 157-
182.

Tipicamente, el peso molecular promedio en peso del polimero soluble en agua en el conjugado esta en el intervalo
de 6000 daltons a 90000 daltons, en el intervalo de 10000 daltons a 85000 daltons, en el intervalo de mayor que
10000 daltons a 85000 daltons, en el intervalo de 20000 daltons a 85000 daltons, en el intervalo de 53000 daltons a
85000 daltons, en el intervalo de 25000 daltons a 120000 daltons, en el intervalo de 29000 daltons a 120000 daltons,
en el intervalo de 35000 daltons a 120000 daltons, y en el intervalo de 40000 daltons a 120000 daltons. Para
cualquier polimero soluble en agua, se prefieren los PEG que tienen un peso molecular dentrode uno o m as de
estos intervalos.

Los pesos moleculares promedio en peso ejemplares para el polimero soluble en agua incluyen aproximadamente
6000 daltons, aproximadamente 7000 daltons, aproximadamente 7500 daltons, aproximadamente 8000 daltons,
aproximadamente 9000 daltons, aproximadamente 10000 daltons, aproximadamente 11000 daltons,
aproximadamente 12000 daltons, aproximadamente 13000 daltons, aproximadamente 14000 daltons,
aproximadamente 15000 daltons, aproximadamente 20000 daltons, aproximadamente 22500 daltons,
aproximadamente 25000 daltons, aproximadamente 30000 daltons, aproximadamente 35000 daltons,
aproximadamente 40000 daltons, aproximadamente 45000 daltons, aproximadamente 50000 daltons,
aproximadamente 55000 daltons, aproximadamente 60000 daltons, aproximadamente 65000 daltons,
aproximadamente 70000 daltons, y aproximadamente 75000 daltons. También se pueden usar las versiones
ramificadas del polimero soluble en agua (por ejemplo, un polimero ramificado soluble en agua de 40000 daltons
compuesto de dos polimeros de 20000 daltons) que tiene un peso molecular total de cualquiera de los anteriores. En
una o mas realizaciones, el conjugado no tendra ningun resto de PEG unido, directa o indirectamente, con un PEG
que tenga un peso molecular promedio en peso inferior a aproximadamente 6000 daltons.

Cuando se usan como el polimero, los PEG comprenderan tipicamente un determinado nimero de monémeros de
(OCH2CH>) [o mondmeros de (CH2.CH20), dependiendo de como se defina el PEG]. Como se ha usado a lo largo de
la descripcién, el niumero de unidades de repeticion se identifica a t ravés del subindice "n" en " (OCH2CHa),-". De
este modo, el valor de (n) entra tipicamente dentro de uno o mas de los siguientes intervalos: de 2a
aproximadamente 3400, de aproximadamente 100 a aproximadamente 2300, de aproximadamente 100
aproximadamente 2270, de aproximadamente 136 a apr oximadamente 2050, de aproximadamente 225
aproximadamente 1 930, d e apr oximadamente 450 a aproximadamente 1 930, d e apr oximadamente 1200
aproximadamente 1930, de aproximadamente 568 a aproximadamente 2727, de aproximadamente 660
aproximadamente 2730, de aproximadamente 795 a aproximadamente 2730, de aproximadamente 795
aproximadamente 2 730, de aproximadamente 9 09 a aproximadamente 2 730, y de apr oximadamente 1200
aproximadamente 1900. Para cualquier polimero dado en el que se conoce el peso molecular, es posible determinar
el numero de unidades de repeticion (es decir, "n") dividiendo el peso molecular promedio en peso del polimero entre
el peso molecular del monémero que se repite.

[ORNO RO RG]

Un polimero particularmente preferente para su uso en la presente invenciéon es un polimero con la parte terminal
protegida, es decir, un polimero que tiene al menos un extremo protegido con grupo relativamente inerte, tal como
un grupo alcoxi C 1.6 inferior, aunque también se puede usar un grupo hidroxilo. Cuando el polimero es PEG, por
ejemplo, se prefiere usar un metoxi-PEG (denominado comunmente mPEG), que es una forma lineal de PEG en el
que un extremo del polimero tiene un grupo metoxi (-OCHs), mientras que el otro extremo es un grupo hidroxilo u
otro grupo funcional que opcionalmente puede estar quimicamente modificado.

En una forma util de la presente invencion, el PEG libre o no unido es un polimero lineal terminado en cada extremo
con grupos hidroxilo:

HO-CH,CH,0-(CH,CH20),-CH2CH,-OH,
en los que (n) oscila tipicamente de cero a aproximadamente 4000.
El polimero que se ha mencionado anteriormente, alfa, omega-dihidroxipoli(etilenglicol), se puede representar de
una forma breve como HO-PEG-OH en el que se entiende que el simbolo -PEG- puede representar la siguiente
unidad estructural:

-CH2CH,0-(CH2CH20)n,-CH2CH>-,

en la que (n) es como se ha definido anteriormente.

Otro tipo de PEG dutil en la presente invencion es metoxi-PEG-OH, o abreviado mPEG, en el que un extremo es el
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grupo metoxi relativamente inerte, mientras que el otro extremo es un grupo hidroxilo. La estructura de mPEG se
proporciona a continuacion.

CH30-CH2CH20-(CH2CH20),-CH2CH2-OH
en la que (n) es como se ha descrito anteriormente.
También se pueden usar como polimero las moléculas de PEG con ramas multiples o ramificadas, tales como las

descritas en el documento de Patente de los Estados Unidos de América N° 5.932.462. Por ejemplo, PEG puede
tener la estructura:

Pﬂli“_T
R'—C—
.

poli—q

en la que:
poli, y poli, son cadenas principales de PEG (iguales o diferentes), tales como metoxi poli(etilenglicol);
R" es un resto no reactivo, tal como H, metilo o un esqueleto de PEG; y

P y Q son enlaces no reactivos. En una o mas realizaciones, el polimero de PEG ramificado es lisina disustituida
con metoxi poli(etilenglicol). Dependiendo del resto de Factor IX especifico usado, se puede modificar de forma
adicional el grupo funcional éster reactivo de la lisina disustituida para formar un grupo funcional adecuado para
la reaccion con el grupo diana dentro del resto de Factor IX.

Ademas, el PEG puede comprender un PEG bifurcado. Un ejemplo de un PEG bifurcado se representa mediante la
siguiente estructura:

Z
/
FEG-K—[,;I—H
Z

en la que X es un resto espaciador de uno o mas atomos y cada Z es un grupo terminal activado unido a CH a través
de unacadenad e atomos de unal ongitud definida. El doc umento de S olicitud de P atente i nternacional N °
PCT/US99/05333, desvela diversas estructuras de PEG bifurcado que se pueden usar en una o mas realizaciones
de la presente invencién. La cadena de atomos que une los grupos funcionales Z con el atomo de carbono de la
ramificacion sirven como un grupo de anclaje y puede comprender, por ejemplo, cadenas de alquilo, cadenas de
éter, cadenas de éster, cadenas de amida y las combinaciones de las mismas.

El pol imero de PEG puede co mprender una molécula de PEG lateral quet iene grupos reactivos, tales como
carboxilo, unidos covalentemente a lo largo de la cadena de PEG en vez de en el extremo de la cadena de PEG. Los
grupos reactivos laterales se pueden unir al PEG directamente o a través de un resto espaciador, tal como un grupo
alquileno.

Ademas de las formas de PEG que se han descrito anteriormente, el polimero también se puede preparar con uno o
mas enlaces degradables o débiles (tal como un enlace hidroliticamente degradable) en el polimero, incluyendo
cualquiera de los polimeros que se han descrito anteriormente. Por ejemplo, se puede preparar el PEG con enlaces
de éster en el pol imero que se so mete a hidrdlisis. Como se m uestra a ¢ ontinuacion, esta hidrélisis da co mo
resultado la escision del polimero en fragmentos de menor peso molecular:

-PEG-CO2-PEG- + H20 — -PEG-CO2H + HO-PEG-

Otros enlaces hidroliticamente degradables, utiles como un enlace degradable dentro de una cadena principal de de
polimero, incluyen: enlaces carbonato; enlaces imina que resultan, por ejemplo, a partir de la reaccion de una amina
y un aldehido (véase, por ejemplo, Ouchi et al. (1997) Polymer Preprints 38(1): 582-3); enlaces éster de fosfato
formados, por ejemplo, por reaccién de un alcohol con un grupo fosfato; enlaces hidrazona que se forman
tipicamente por reacciéon de una hidrazida y un a Idehido; enlaces acetal que se forman tipicamente por reaccion
entre un al dehido y un alcohol; enlaces ortoéster que se forman, por ejemplo, por reaccion entre un formiato y un
alcohol; enlaces amida formados por un grupo amina, por ejemplo, en el extremo de un polimero tal como PEG, y un
grupo carboxilo de otra cadena de PEG; enlaces uretano formados por reaccién de, por ejemplo, un PEG con un

12



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2390 082 T3

grupo terminal isocianato y un alcohol PEG; enlaces peptidicos formados por un grupo una amina, por ejemplo, en el
extremo de un polimero tal como PEG, y un grupo carboxilo de un péptido; y enlaces oligonucleétido formados por,
por ej emplo, un grupo fosforamidito, por ejemplo, en el extremo de un polimero, y el grupo hidroxilo 5' de un
oligonucledétido.

Tales caracteristicas opcionales del polimero conjugado, es decir, la introduccién de uno o mas enlaces degradables
en la cadena del polimero, pueden proporcionar un co ntrol adicional sobre las propiedades farmacolégicas finales
deseadas del conjugado después de la administraciéon. Por ejemplo, se puede administrar un conjugado grande y
relativamente inerte (por ejemplo, que tiene una o mas cadenas de PEG de alto peso molecular unidas a un resto de
Factor 1X, por ejemplo, una o mas cadenas de PEG que tienen un peso molecular mayor de aproximadamente
10000, en el que el conjugado basicamente no p osee bioactividad), que se hidrolizan para generar un conjugado
bioactivo que posee una porcién de la cadena de PEG original. De esta manera, las propiedades del conjugado se
pueden adaptar de una manera mas eficaz para equilibrar la bioactividad del conjugado con el tiempo.

Los expertos habituales en la materia reconoceran que la discusion anterior relativa basicamente a los segmentos de
polimero solubles en agua no es de ninguna manera exhaustiva y es meramente ilustrativa, y que se contemplan
todos los materiales poliméricos que tienen las cualidades que s e han descrito anteriormente. Como se usa en el
presente documento, el término "reactivo polimérico" se refiere generalmente a una molécula completa, que puede
comprender un segmento de polimero soluble en agua y un grupo funcional.

Conjugados

Como se ha descrito anteriormente, un conjugado de la presente invencién comprende un polimero soluble en agua
(como se ha descrito anteriormente) unido covalentemente a través de un enlace amida directamente o a través de
un resto espaciador a un resto de Factor IX. Tipicamente, para cualquier conjugado dado, habra de uno a cuatro
polimeros solubles en agua unidos covalentemente a un resto de Factor IX (en el que para cada polimero soluble en
agua, el p olimero s oluble e n ag ua s e puede unir directamente al resto de Factor IXoa travésde unresto
espaciador). Ademas, el conjugado puede incluir no mas de 6 polimeros solubles en agua unidos individualmente a
un resto de Factor IX, no mas de 5 polimeros solubles en agua unidos individualmente a un resto de Factor X, no
mas de 4 polimeros solubles en agua unidos individualmente a un resto de Factor | X, no mas de 3 polimeros
solubles en agua unidos individualmente a un resto de Factor IX, y no mas de 2 polimeros solubles en agua unidos
individualmente a un resto de Factor IX.

El enlace en particular entre el resto de Factor IX y el polimero (o el resto espaciador que esta unido al polimero)
depende d e una diversidad de f actores. Tales factores incluyen, por e jemplo, el e nlace qui mico e n particular
empleado, el resto de Factor IX en particular, los grupos funcionales disponibles dentro del resto de Factor IX (para
la unién a un pol imero o para la conversion en un sitio de unién adecuado), y la posible presencia de grupos
funcionales reactivos adicionales dentro del resto de Factor IX.

En una o m &s realizaciones de la presente invencion, el enlace entre el resto de Factor IX y el polimero (o el resto
espaciador que esta unido al polimero) es un enlace hidroliticamente e stable, tal como una amida. En una o mas
realizaciones, el enlace no resulta de la reaccion del reactivo polimérico que so porta un grupo funcional triazina,
acetilo, hidrazina, diazonio, amino, o éster de succinimidilo con el resto de F actor | X. El enlace no es un enlace
carbamato y no es un enlace carbamida, y ademas, no se forma ningun enlace basado en la reaccién de un derivado
de polimero que soporta especies de isocianato o de isotiocianato con un resto de Factor IX. Una amida se puede
preparar facilmente por reaccion de un grupo carboxilo contenido dentro del resto de Factor I1X (por ejemplo, el grupo
terminal carboxilo de un resto peptidico que tiene una actividad de Factor IX) con un polimero terminado en amino.

También se describe en el presente documento un co njugado en el que el enlace entre el resto de F actor IX y el
polimero (o el resto espaciador que esta unido al polimero) es un enlace degradable. De este modo, el enlace del
polimero soluble en agua (y cualquier resto espaciador) es "escindible." Es decir, el polimero soluble en agua (y
cualquier resto espaciador) se escinde (a través de hidrdlisis, procesos enzimaticos, o de otra manera), resultando
de ese modo el resto de F actor I X nativo o no co njugado. Preferentemente, los enlaces de escision dan co mo
resultado e | p olimero (y c ualquier r esto espaciador) separado d el r esto de F actor | X in vivo sin de jar ningin
fragmento de polimero soluble en agua (ni cualquier resto espaciador). Los enlaces degradables ejemplares incluyen
carbonato, éster de carboxilato, éster de fosfato, tioéster, anhidridos, acetales, cetales, aciloxialquil éter, iminas, y
ortoésteres. Tales enlaces se pueden preparar facilmente a través de una modificacion apropiada del resto de Factor
IX (por ejemplo, el extremo C del grupo carboxilo de la proteina o un grupo hidroxilo de la cadena lateral de un
aminoacido tal como serina o treonina contenido dentro de la proteina) y/o el reactivo polimérico usando los métodos
de acoplamiento empleados comiUnmente en la técnica. Sin embargo, son mas preferentes los enlaces hidrolizables
que s e forman f acilmente por la reaccién d e un polimero act ivado adecuadamente con un grupo funcional o
modificado contenido dentro del resto que tiene actividad de Factor IX.

Los conjugados (en oposicion a un resto de Factor IX no conjugado) puede no poseer un grado medible de actividad

de Factor IX. Es decir, un conjugado de acuerdo con la presente invencién poseera en cualquier lugar de
aproximadamente un 0% a aproximadamente un 100% o mas de la bioactividad del resto de F actor I X original sin
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modificar. Como se ha descrito en el presente documento en la que no es necesario de acuerdo con la presente
invencion, los compuestos que pos een po ca o ni hguna actividad d e F actor | X contienen tipicamente un e nlace
hidrolizable que conecta el polimero con el resto, de manera que independientemente de la falta de actividad del
conjugado, la molécula original activa (o un derivado de la misma que tiene actividad de Factor IX) se libera después
de la escision del enlace inducida en medio acuoso. Tal actividad se puede determinar usando un modelo in vivo o in
vitro, dependiendo de la actividad conocida del resto empleado en particular que tiene actividad de Factor IX.

De manera 6ptima, la escision de cada porciéon de polimero soluble en agua se facilita a través del uso de enlaces
fisiolégicamente escindibles y/o enzimaticamente degradables tales como enlaces que contienen uretano, amida,
carbonato o éster. De esta manera, la eliminaciéon del conjugado [a través de la escision del polimero o polimeros
solubles en agua individuales] se puede modular a través de la seleccion del tamafio molecular y del tipo de grupo
funcional qu e proporcionaria | as propiedades de eliminacion deseadas. Los expertos hab ituales enla materia
pueden determinar el tamafio molecular apropiado del polimero asi como el grupo funcional escindible. Por ejemplo,
un experto habitual en la materia, usando experimentacion de rutina, puede determinar el tamafio molecular
apropiado y el grupo funcional escindible preparando primero una diversidad de conjugados de polimero-Factor | X
con distintos pesos de po limeroy de los grupos funcionales escindibles, y después obteniendo el perfil de
eliminacion para cada conjugado a t ravés de la administracion del conjugado a u n paciente y tomando muestras
periédicas de sangre y/o orina. Una vez que se ha obtenido una serie de perfiles de eliminacion para cada conjugado
ensayado, se puede identificar un conjugado que tiene la eliminacién deseada.

Para los conjugados que poseen un enlace hidroliticamente estable que acopla el resto de Factor IX con el polimero,
tal como un enlace amida de acuerdo con la presente invencién, el conjugado poseerd tipicamente un grado medible
de actividad de Factor IX. Por ejemplo, tales conjugado se caracterizan tipicamente porque tienen una bioactividad
que satisface uno o mas de los siguientes porcentajes relativos a la del resto de Factor IX no conjugado: al menos
aproximadamente un 2%, al menos aproximadamente un 5%, al m enos aproximadamente un 10%, al m enos
aproximadamente un 15%, al menos aproximadamente un 25%, al menos aproximadamente un 30%, al menos
aproximadamente un 40%, al menos aproximadamente un 50%, al menos aproximadamente un 60%, al menos
aproximadamente un 80%, al menos aproximadamente un 85%, al menos aproximadamente un 90%, al menos
aproximadamente un 95%, al menos aproximadamente un 97%, al menos aproximadamente un 100%, y mas de un
105% (cuando se mide en un modelo adecuado, tales como los presentados en el presente documento y/o los
conocidos en la técnica). Preferentemente, los conjugados que tienen un enlace hidroliticamente estable (por
ejemplo, un enlace amida) poseeran al menos algun grado de la bioactividad del resto de Factor IX original no
modificado.

Los conjugados ejemplares se describiran a continuacion. Se espera que el resto de F actor IX comparta (al menos
en parte) una secuencia de aminoacidos similar o relacionada con el Factor IX nativo. Por lo tanto, mientras que se
hara referencia a las posiciones o a los atomos especificos dentro de la proteina del Factor IX nativo, tal referencia
s6lo es por conveniencia y un experto habitual en | a materia sera capaz de determinar facilmente la posicién o e
atomo correspondiente en otros restos que tengan actividad de Factor IX. En particular, la descripcion proporcionada
en el presente documento para el Factor X nativo a menudo es aplicable al Factor 1Xa, asi como a los fragmentos,
variantes de supresion, variantes de sustitucion o variantes de adicion de cualquiera de los anteriores.

Los grupos amino en los restos de Factor IX pueden proporcionar un punto de unién entre el resto de Factor X y el
polimero soluble en agua. El Factor | X nativo comprende 27 restos de lisina, cada uno con un grupo e-amino que
puede ser adecuado para la conjugacion, asi como un extremo amino. Por lo tanto, los puntos de unién ejemplares
de tales restos de Factor IX incluyen la unién a un aminoacido (a través de una cadena lateral de lisina que contiene
amina) con una o mas de las posiciones 39, 45, 51, 68, 89, 109, 127, 137, 146, 168, 189, 234, 247, 260, 274, 293,
311, 339, 347, 362, 387, 438, 440, 446, 455, 457, y 459. Adicionalmente, la amina N-terminal de cualquier proteina
que tiene actividad de Factor IX también puede servir como punto de union.

Existen una diversidad de ejemplos de reactivos poliméricos solubles en agua adecuados utiles para la formacién de
enlaces covalentes con las aminas disponibles de un resto de Factor IX. Los ejemplos especificos, junto con los
conjugados correspondientes, se proporcionan en la siguiente Tabla 1, que incluye los enlaces amida de acuerdo
con la presente invencion. En la tabla, la variable (n) representa el nimero de unidades monoméricas de repeticién y
"-NH-F9" representa el resto de Factor |X que sigue a la conjugacion con el polimero soluble en agua. Mientras que
cada porcion polimérica [por ejemplo, (OCH2CHz), o (CH2CH2O),] presentada enla Tabla 1 termina en un grupo
"CH3", los mismos se pueden sustituir por otros grupos (tal como H y bencilo).
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Posteriormente se describen de forma adicional en el presente documento los métodos para la preparacion de los
conjugados y los conjugados asi producidos de factor IX con un polimero soluble en agua del tipo especialmente
definido en el presente documento. Algunos de estos métodos son adecuados para la preparacion de un conjugado
de acuerdo con la invencion reivindicada con un enlace amida.

La conjugacion de un reactivo polimérico con un grupo amina de un resto de Factor IX se puede conseguir a través
de una diversidad de técnicas. En un enfoque, un resto de Factor IX se puede conjugar con un reactivo polimérico
funcionalizado con un derivado de succinimidilo (u otro grupo éster activado, en el que se pueden usar enfoques
similares a los que se han descrito para un derivado de succinimidilo para otros reactivos poliméricos que contienen
el grupo éster activado). En este enfoque, el resto polimérico que soporta un grupo succinimidilo se puede unir al
resto de F actor | X en medios acuosos aun pH de 7,0 a 9,0, aunque en condiciones de reaccion diferentes (por
ejemplo, unpHinferiortalcomode 6 a 7,0 diferentes temperaturas y/o inferiores a 15 °C) pueden d ar co mo
resultado la unién de un po limero a un a posiciéon diferente en el resto de Factor | X. Ademas, se puede formar un
enlace amida a través de la reaccién de un polimero soluble en agua, no peptidico terminado en amina con un resto
de Factor IX que soporta un aldehido o un grupo acido carboxilico activado.

Un conjugado ejemplar comprende la siguiente estructura

=0

[
H3CO-(CH,CH,0)y~X—CH-C-NH-F9

=Y
en la que:

(n) es un numero entero que tiene un valor de desde 2 a 3400;

X es un resto espaciador, preferentemente uno de metileno ("-CH»-"), etileno ("-CH>CHx-") y propileno ("-
CHQCHQCHQ-");

R' es un radical organico, preferentemente H o metilo ("-CHs"); y

F9 es un resto de Factor IX.

Es tipico de otro enfoque util para la conjugacion del resto de Factor | X con un reactivo polimérico el uso de una
reaccion d e a minacion r eductora para co njugar u na amina primaria de un resto de F actor | X con un p olimero
funcionalizado con una forma cetona, aldehido o un hidrato del mismo (por ejemplo, hidrato de cetona e hidrato de
aldehido). En este enfoque, la amina primaria a partir del resto de Factor I1X reacciona con el grupo carbonilo del
aldehido o ce tona (o con el co rrespondiente grupo qu e co ntiene hidroxi de u n al dehido o ce tona hidratados),
formando ese modo una b ase de Schiff. La base de Schiff, a su vez, se p uede co nvertir porreduccibnenun
conjugado estable a través del uso de un agente reductor tal como borohidruro sédico. Las reacciones selectivas
(por ejemplo, en el extremo N) son posibles, particularmente con un polimero funcionalizado con una cetona o con
un al dehido r amificado con un metilo en alfa y/o enlas condiciones especificas de r eaccion ( por ej emplo, p H
reducido).

Los grupos carboxilo representan otro grupo funcional que p uede se rvir como un punto de unién en el resto de
Factor IX. Estructuralmente, el conjugado comprendera lo siguiente:

0

[
F9-C-X-POLI

en el que F9 y el grupo carbonilo adyacente corresponde al resto de Factor IX que contiene carboxilo, X es un resto
espaciador, preferentemente un heteroatomo seleccionado entre O, N(H), y S, y POLI es un polimero soluble en
agua tal como PEG, opcionalmente terminado en un resto de proteccion terminal.

El enlace C(O)-X resulta de la reaccién entre un derivado polimérico que soporta un grupo funcional terminal y un
resto de Factor IX que contiene carboxilo. Como se ha analizado anteriormente, el enlace especifico dependera del
tipo de grupo funcional utilizado. Si el polimero esta funcionalizado en el extremo o "activado" con un grupo hidroxilo,
el en lace r esultante se ra un ésterde &cido carboxilico y X sera O . Sila cadena principal del polimero est a
funcionalizada con un grupo tiol, el enlace resultante sera un tioéster y X sera S. Cuando se emplean determinados
polimeros con br azos multiples, ramificados o bifurcados, el resto C(O)X, y en particularelresto X, puede ser
relativamente mas complejo y puede incluir una estructura de enlace mas larga.

Los reactivos poliméricos que co ntienen unresto de hidrazida también so n utiles para |l a co njugacion c on un
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carbonilo. En la medida en la que el resto de Factor IX no contenga un resto carbonilo, se puede introducir un resto
carbonilo mediante la r educcion de cu alquiera de | os ac idos carboxilicos (por ejemplo, el aci do carboxilico C-
terminal) y/o proporcionando las versiones glicosiladas o glicadas (en las que los azucares afadidos tienen un resto
carbonilo) del resto de Factor |X. Los ejemplos especificos de reactivos poliméricos que comprenden un r esto de
hidrazida, junto con los conjugados correspondientes, se p roporcionan enla T abla 2, a co ntinuacién. A demas,
cualquier r eactivo po limérico que co mprende un éster activado (por ej emplo, un grupo succinimidilo) se p uede
convertir para contener un resto de hidrazida mediante la reaccion del reactivo polimérico que comprende el éster
activado con hidrazina (NH2-NH.) o ca rbazato de terc-butilo [NH,NHCO,C(CHs)s]. En la tabla, la variable (n)
representa el nimero de unidades monoméricas de repeticion y "=C-F9" representa el resto de Factor IX que sigue a
la conjugacion con el reactivo polimérico. O pcionalmente, el enlace hidrazona se puede reducir usando un agente
reductor adecuado. Aunque cada porcioén polimérica [ por ej emplo, (OCH2CH3), o (CH2CH20),] presentada enla
Tabla 1 termina en un grupo "CHs", otros grupos (tal como H y bencilo) se pueden sustituir por el mismo.

Tabla 2

Reactivos poliméricos especificos de carboxilo y conjugado de resto de Factor IX formado a partir de los mismos
Reactivo Polimérico Conjugado Correspondiente
i 1
HaCOH{CHyCHO) CHoCHy- G- NH-NH, H3CO-{CH,CH,0)CH,CH,~ C-NH=N=C-F9

Derivado de mPEG-Hidrazina Enlace Hidrazona

|
HaCO-{CHzCHo0),CHCH,~ 0-CHy~ C—NH=-NH, Haco-(%CFIZO)nCHQCHQ-O-CHz‘g*-M-I—N:C-FQ

Derivado de mPEG-Hidrazina

)
m(wmo)n&ww-mﬂ—mw

Derivado de mPEG-Hidrazina

o]
HLOO-(CHIOH,0), CHLCh NH-NH-B- NN

Derivado de mPEG-Hidrazina

8
|
WCHz%O)n%CHz*NH‘é‘NH'%
Derivado de mPEG-Hidrazina
S

Haw(cmo)ncuzcw-mm-g-m-mw

Derivado de mPEG-Hidrazina

O [0}
WC%%%%‘NH'E-NH-NH'&N"'%
Derivado de mPEG-Hidrazina

[
HiC0-CH,CH,0); CH,CHy= 0= C=NH-NH,
Derivado de mPEG-Hidrazina

Enlace Hidrazona

Il
HACO-{CHCH0),,CHo.CH,~NH-C~NH=N=C-F9
Enlace Hidrazona

o]

I
HCO-(CHCHLO) (CHCHNH-NH-C-NH—N=C-F8
Enlace Hidrazona

Il
HzCO-(GHZCH,0),,CHuCHy—~ NH-C—NH—N=C-F9
Enlace Hidrazona

S
HgOO-(CI-IZCI-IrL,O)nCI-lgC!-Ig-NH-N-I-!:—NH—NﬂFQ

Enlace Hidrazona

HyCO-{CHoCHAD) —NH—g—NH—NH—I —NH-N=C-F9
Enlace Hidrazona

0
Haco'(mzm"zo)nCHzéHz-O—'IZl-l\H-N:C-FQ

Enlace Hidrazona

20

Los grupos tiol co ntenidos dentro d el r esto de F actor | X pueden servir co mo si tios ef ectivos de unién p ara el
polimero soluble en agua. En particular, los restos de cisteina proporcionan grupos tiol cuando el resto de Factor IX
es una proteina. Los grupos tiol en talesr estos de ci steina pu eden reaccionar conun PEG activado q ue es
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Especifico para la reaccion con grupos tiol, por ejemplo, un polimero de N-maleimidilo u otro derivado, como se ha
descrito en la Patente de los Estados Unidos de América N° 5.739.208 y en la Publicacién de Patente Internacional
N° WO 01/62827.

Aunque no se desea estar limitado por la teoria, se cree que todos los restos de cisteina dentro del Factor IX
participan en el enlace disulfuro. Como consecuencia, la conjugacion con un resto de cisteina que participa en el
enlace disulfuro puede alterar la estructura terciaria del Factor IX y potencialmente reducir de manera significativa su
actividad global. Por lo tanto, suponiendo que cualquier resto de Factor IX en particular carezca de un grupo tiol o se
deba evitar la alteracion de los enlaces disulfuro, es posible afiadir un resto de cisteina al resto de Factor IX usando
técnicas sintéticas convencionales. Véase, por e jemplo, e | pr ocedimiento descrito e n la P ublicacion de P atente
internacional N° WO 90/12874 para la adicion de restos de cisteina, en la que se puede adaptar tal procedimiento
para un resto de Factor | X. Ademas, también se pueden usar los procesos convencionales de ingenieria genética
para introducir un resto de cisteina en el resto de Factor IX.

Los ejemplos especificos, junto con los conjugados correspondientes, se proporcionan en la Tabla 3, a continuacion.
Enlatabla, la variable (n) representa el numero de unidades monoméricas de repeticion y "-S-F9" representa el
resto de Factor IX que sigue a la conjugacion con el polimero soluble en agua. Aunque cada porcién polimérica [por
ejemplo, (OCH2CHa), 0 (CH2CH20),] presentada en la Tabla 3 termina en un grupo "CH3", otros grupos (tal como H
y bencilo) se pueden sustituir por el mismo.
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Con respecto a los conjugados formados a partir de polimeros solubles en agua que soportan uno 0 mas grupos
funcionales maleimida (independientemente de si la maleimida reacciona con un grupo amina o tiol del resto de
Factor 1X), la correspondiente o correspondientes formas acidas maleamicas del polimero soluble en agua también
pueden reaccionar con el resto de Factor IX. En ciertas condiciones (por ejemplo, a un pH de aproximadamente 7-9
en presencia de agua), el anillo de maleimida se abre para formar el correspondiente acido maleamico. El acido
maleamico, a su vez, puede reaccionar con un grupo amina o tiol del resto de Factor IX. Los ejemplos de las
reacciones basadas en el acido maleamico se muestran de forma esquematica a c ontinuacion. POLI representa el
polimero soluble en agua, y F9 representa el resto de Factor IX.

0
POLI s
\ ~
N F9
H
0
o 0
POLI o
H,0 \N \ F9-SH
—_—
_— H 0
POLI—N Im* o pH ~6.5-7.5
muy lento
S HO Q
Polimero de Maleimida Polimero de Acido Maleamico P0|_|\
N
i O
_—F9
F9-NH, pH ~ 8-9 HO
muy lento
o o}
POLI
\ NH-F9 o
N N
H H
o)
0
o NH—F9
HO HO I

Un conjugado representativo de acuerdo con la presente invencion pueden tener la siguiente estructura:
POLI-Lo,1-C(O)Z-Y-S-S-F9

en la que POLI es un polimero soluble en agua, L es un engarce opcional, Z es un heteroatomo seleccionado entre
el grupo que consisteen O, NH, yS, e Y se selecciona entre el grupo que consiste en alquilo C.1o, alquilo C .19
sustituido, arilo, y arilo sustituido, y F9 es un resto de Factor IX. Los reactivos poliméricos que pueden reaccionar
con el resto de Factor IX y dan como resultado este tipo de conjugado se describen en el documento de Publicacién
de Solicitud de Patente de los Estados Unidos de América N° 2005/0014903.

Con respecto a los reactivos poliméricos, los descritos en el presente documento y en otra parte se pueden adquirir
de fuentes comerciales (por ejemplo, Nektar Therapeutics, Huntsville AL). Ademas, los métodos para la preparacion
de los reactivos poliméricos se describen en la bibliografia.

De acuerdo con la presente invencion la union entre el resto de Factor IX y el polimero soluble en agua puede ser
directa, en la que ninguno de los atomos intervinientes esta localizado entre el resto de Factor IX y el polimero, o
indirecta, en la que uno o mas atomos estan localizados entre el resto de Factor IX y el polimero. Con respecto a la
unién indirecta, un "resto espaciador" sirve como unién entre el resto de Factor IX y el polimero soluble en agua. El
uno o mas atomos que conforman el resto esp aciador p ueden incluir uno o m as atomos de carbono, atomos de
nitrégeno, atomos de azufre, atomos de oxigeno, y las combinaciones de los mismos. El resto esp aciador puede
comprender; un gr upo am ida, am ina se cundaria, ca rbamato, t ioéter, y/o di sulfuro. Los ejemplos der estos
espaciadores especificos incluyen los seleccionados entre el grupo que consiste en -O-, -S-, -S-S-, -C(O)-, -C(O)-
NH-, -NH-C(O)-NH-, -O-C(O)-NH-, -C(S)-, -CHz-, -CH2-CHa-, -CH2-CH2-CHa-, -CH2-CH>-CH2-CHaz-, -O-CHa-, -CH2-O-,
-O-CH2-CH3-, -CH2-O-CHz-, -CH2-CH>-O-, -O-CHz-CH2-CHa-, -CH2-O-CH-CHa-, -CH2-CH2-O-CHa-, -CH2-CH,-CHo-
O-, -0-CH2-CH2-CH2-CHa2-, -CH>-O-CH2-CH2-CHa-, -CH2-CH2-O-CH,-CHy-, -CH2-CH2-CH2-O-CHy-, -CH2-CH,-CH,-
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CH2-0O-, -C(O)-NH-CHa-, -C(O)-NH-CH,-CH>-, -CH,-C(O)-NH-CH>-, -CH2-CH2-C(O)-NH-, -C(O)-NH-CH2-CH»>-CH,-, -
CH-C(0O)-NH-CH2-CHz-, -CH2-CH2-C(O)-NH-CH>-, -CH2-CH>-CH2-C(O)-NH-, -C(O)-NH-CH2-CH2-CH2-CH>-, -CHa-
C(O)-NH-CH2-CH2-CH2-, -CH2-CH2-C(O)-NH-CH2-CHz-, -CH2-CH2-CH2-C(O)-NH-CH,-, -CH2-CH,-CH2-C(O)-NH-
CH3-CHaz-, -CH2-CH,-CH2-CH,-C(O)-NH-, -C(0)-0O-CH,-, -CH»>-C(O)-Q-CH>-, -CH,-CH2-C(0)-0O-CH,-, -C(O)-O-CHa-
CH>-, -NH-C(0O)-CHz-, -CH2-NH-C(O)-CH2-, -CH2-CH>-NH-C(O)-CHa-, -NH-C(O)-CH>-CHa-, -CH2-NH-C(O)-CHz-CH,-
, -CH2-CH2-NH-C(O)-CH2>-CHa-, -C(O)-NH-CH2-, -C(O)-NH-CH,-CH,-, -O-C(0O)-NH-CH>-, -O-C(O)-NH-CH>-CHo-, -
NH-CHa-, -NH-CH,-CH,-, -CH2-NH-CH>-, -CH2-CH2-NH-CH_-, -C(O)-CH>-, -C(O)-CH,-CH>-, -CH2-C(O)-CH,-, -CH>-
CH2-C(0O)-CH>-, -CH2-CH2-C(O)-CH>-CH>-, -CH2-CH2-C(O)-, -CH2-CH2-CH2-C (O)-NH-CH2-CH2-NH-, -CH»>-CH2-CH,-
C(0O)-NH-CH,-CH2-NH-C(0)-, -CH2-CH2-CH2-C(O)-NH-CH2-CH»-NH-C(O)-CHz-, -CH2-CH2-CH2-C(O)-NH-CH»-CH,-
NH-C(O)-CH3-CHz-, -O-C(O)-NH-[CH:]x-(OCH>CHy);, un grupo cicloalquilo bivalente, -O-, -S-, un aminoacido, -N(RG)-
, 'y las combinaciones de dos o mas de cualquiera de los anteriores, enlos que R® es H o un radical organico
seleccionado entre el grupo qu e co nsiste en alquilo, a Iquilo s ustituido, al quenilo, a Iquenilo s ustituido, al quinilo,
alquinilo sustituido, arilo y arilo sustituido, (h) es de cero a seis, y (j) es de ce ro a 20. Otros restos espaciadores
especificos tienen las siguientes estructuras: -C(O)-NH-(CH3)1.s-NH-C(O)-, -NH-C(O)-NH-(CH>)1.6-NH-C(O)-, y -O-
C(0)-NH-(CHz2)1.s-NH-C(O)-, en los que los valores de los subindices que siguen a cada metileno indican el numero
de metilenos contenidos en la estructura, por ejemplo, (CH2)1.6 significa que la estructura puede contener 1, 2, 3, 4, 5
6 6 m etilenos. A demas, cu alquiera de | os restos espaciadores anteriores puede i ncluir de f orma adicional u na
cadena de oligdmero de 6xido de etileno que comprende de 1 a 20 unidades monomeéricas de 6xido de etileno [es
decir, -(CH2CH20)1.20]. Es decir, la cadena de oligdmero de 6xido de etileno puede aparecer antes o después del
resto esp aciador, y opcionalmente entre dos atomos cualesquiera del resto espaciador que consta de dos o mas
atomos. Ademas, la cadena de ol igdbmero no se co nsideraria como p arte del resto es paciador si el oligdmero es
adyacente al segmento polimérico y representa meramente una extensién del segmento polimérico. El resto
espaciador no incluye azUcares o hidratos de carbono y es preferente que el conjugado carezca basicamente de
cualquier polimero soluble en agua unido directamente, o a través de un resto espaciador, a un azucar o hidrato de
carbono que, a su vez, esté unido a un resto de Factor IX.

En algunos ejemplos, el conjugado de acuerdo con la presente invencion puede tener solamente un polimero soluble
en agua sencillo asociado a un resto de Factor IX sencillo. En consecuencia, puede ser deseable que el polimero
soluble en agua sea un polimero no lineal soluble en agua (y preparar el conjugado utilizando un reactivo polimérico
no lineal). Un polimero no lineal soluble en agua preferente es un polimero soluble en agua ramificado, aunque se
incluyen los polimeros solubles en agua multi-ramificados. Mediante la incorporacion de un polimero soluble en agua
ramificado, es posible, por ejemplo, duplicar el peso molecular eficaz para cada sitio de unién en comparacién con
los polimeros sencillos.

Los conjugados ejemplares de la presente invenciéon son en los que el polimero soluble en agua esta en f orma

ramificada, incluyen las formas ramificadas que comprenden un polimero ramificado basado en lisina y un enfoque
ramificado que comprende la estructura:

o)

H3gCO-(CH,CHz0),—CHyCH,~NH=C =0
RUUE- L i
HaCO-(CHsCHz0)q—CHyCHp~NH—C~ O

en la que cada (n) es independientemente un numero entero que tiene un valor de 2 a 3400.

Los conjugados ejemplares de la presente invencion comprenden la siguiente estructura:

o)
HaCO-(CHzGHz0)y—CHoCHarNH=C=0— Ry
o) O=X=(CHzCH0)p (|3 NH-F9
H

1
HaCO-(CHaCHZ0),—CHoCHy~NH=C~0 B

en la que:

cada (n) es independientemente un nimero entero que tiene un valor de 2 a 3400;
X es un resto espaciador;

(b)es un numero entero que tiene un valor de 2 a 6;
(c)es un numero entero que tiene un valor de 2 a 6;
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R?, en cada aparicion, es independientemente H o alquilo inferior; y
F9 es un resto de Factor IX.

Un conjugado ejemplar de la presente invencion comprende la siguiente estructura:
Q
H3CO-(CH2CH0),—CHzCHgp-NH~C~0O
I
OCH,CH,CH,-C-NH=(CH>CH»0)4—CH,CH,CH,CH,-F9
n
H3CO-(CHpCHo0),—CH2CHa=NH—=G-0

en la que:

cada (n) es independientemente un nimero entero que tiene un valor de 2 a 3400; y
F9 es un resto de Factor IX.

Otro conjugado ejemplar de la presente invencién comprende la siguiente estructura:

3
HaCO-(CHCHz0);—CH,CHo*NH-C-0 T2 0
I
a 0~ (X)s=(CHzCHO)y— G- G-NH—GC)
|
HaCO-(CH,CH,0),—CH,CHa~NH-C-0- RS

en la que:
cada (n) es independientemente un nimero entero que tiene un valor de 2 a 3400;
(a) es cero o uno;
X, cuando esta presente, es un resto espaciador que comprende uno o mas atomos;

(b") es cero o un numero entero que tiene un valor de uno a diez;
(c) es un numero entero que tiene un valor de uno a diez;

Ri, en cada aparicion, es independientemente H o un radical organico;
R", en cada aparicion, es independientemente H o un radical organico; y
F9 es un resto de Factor IX.

Un conjugado ejemplar de la presente invencion comprende la siguiente estructura:

O
HaCO-(CH,CHz0)n—CH,CHz*NH-C-0 :
O'CHgCHgCHgC'NH-FQ
HgCO-(CHaCH,0)y—CHoCH,~NH=C

en la que:

cada (n) es independientemente un nimero entero que tiene un valor de 2 a 3400; y
F9 es un resto de Factor IX.

Composiciones

Tipicamente, | os conjugados f orman par te de co mposiciones. G eneralmente, | a co mposiciéon co mprende un a
pluralidad de conjugados, teniendo cada uno de ellos uno, dos, tres o cuatro polimeros solubles en agua como se
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han definido anteriormente unidos covalentemente de forma separada (bien directamente o bien a través de un resto
espaciador) a unresto del Factor | X. Ademas, la presente invencién incluye ejemplos en los que la composicién
comprende una pluralidad de conjugados, comprendiendo cada conjugado un polimero soluble en agua como se ha
definido anteriormente unido covalentemente a un resto de Factor IX; asi como composiciones comprenden dos, tres
o cuatro polimeros solubles en agua unidos covalentemente a un resto del Factor IX.

Enunaom &s realizaciones del a pr esente i nvencién se pr oporciona u na co mposicion, co mprendiendo | a
composicion una pluralidad de conjugados, en la que al menos aproximadamente un 8 0% de todos los conjugados
en la composicion comprenden cada uno un resto del Factor IX unido covalentemente a uno, dos, tres o cuatro
polimeros solubles en agua como se han definido anteriormente y en la que de forma adicional para cada polimero
soluble en agua en el conjugado, el resto de Factor IX esta unido al polimero soluble en agua a través de un enlace
amida, bien directamente o bien a través de un resto espaciador que comprende uno o mas atomos.

Con respecto a los conjugados en la composicién, la composicién satisfara tipicamente una o mas de las siguientes
caracteristicas: al menos aproximadamente un 85% de los conjugados en la composicion tendrd de uno a tres
polimeros unidos al resto de Factor IX; al menos aproximadamente un 85% de los conjugados en la composicion
tendra de uno a tres polimeros unidos al resto de Factor IX; al menos aproximadamente un 85% de los conjugados
en la composicion tendra de uno a dos polimeros unidos al resto de Factor IX; al menos aproximadamente un 85%
de los conjugados en la composiciéon tendra un polimero unido a resto del Factor IX (es decir, sera monoPEGilado);
al menos aproximadamente un 95% de los conjugados en la composicién tendra de uno a cinco polimeros unidos al
resto de Factor IX; al menos aproximadamente un 95% de los conjugados en la composicién tendra de uno a cuatro
polimeros unidos al resto de Factor IX; al menos aproximadamente un 95% de los conjugados en la composicion
tendra de uno a tres polimeros unidos al resto de Factor IX; al menos aproximadamente un 95% de los conjugados
en la composicion tendrd de uno a dos polimeros unidos al resto de Factor IX; al menos un 95% de los conjugados
en la composicidon tendra un polimero unido al resto de Factor IX (es decir, sera monoPEGilado); al menos
aproximadamente un 99% de los conjugados en la composicion tendra de uno a cuatro polimeros unidos al resto de
Factor IX; al menos aproximadamente un 99% de los conjugados en la composicion tendra de uno a tres polimeros
unidos al resto de Factor IX; al menos aproximadamente un 99% de los conjugados en la composicion tendra de uno
a dos polimeros unidos alrestode F actor | X; yal menos aproximadamente un 99% de los conjugados enla
composicién tendra un polimero unido al resto de Factor IX (es decir, sera monoPEGilado).

En una o m as realizaciones, es preferente que | a composicidon que contiene el conjugado esté libre o basicamente
libre de albumina. Es también preferente que la composicidon esté libre o basicamente libre de proteinas que no
tengan actividad de F actor IX. D e esta m anera, es pr eferente q ue la composicion esté | ibre en un 8 5%, m as
preferentemente en un 95%, y lo mas preferentemente en un 99%, de albumina. Ademas, es preferente que la
composicion e sté libre en un 85 %, mas preferentemente enu n 95%, ylo mas preferentemente enun 99%, de
cualquier pr oteina q ue no tenga actividad de F actor | X. S uponiendo qu el a albumina est a pr esente enl a
composicion, las composiciones ejemplares de |a presente invencion estan basicamente libres de conjugados que
comprenden un polimero de polietilenglicol que une un residuo de un resto de Factor IX a la albumina.

El control del numero deseado de polimeros para cualquier resto determinado se puede conseguir mediante la
seleccion del reactivo polimérico apropiado, la proporcion de reactivo polimérico con respecto al resto de Factor IX,
la temperatura, las condiciones de pH, y otros aspectos de |a reacciéon de co njugacion. Ademas, la reduccion o
eliminacion de los conjugados no deseados (por ejemplo, los conjugados que tienen cuatro 0 mas polimeros unidos)
se puede conseguir por medio de purificacion.

Por ejemplo, los conjugados polimero-resto de Factor IX se pueden purificar para obtener/aislar diferentes especies
conjugadas. De forma especifica, la mezcla de productos se puede purificar para obtener un promedio cualquiera
entre uno, dos, tres, cuatro, cinco o mas PEGs por resto de Factor IX, tipicamente uno, dos o tres PEGs por resto de
Factor | X. La estrategia p ara |l a p urificacion d e | a m ezcla d e r eaccion de | co njugado f inal d ependera de u na
diversidad d e factores, incluyendo, p or e jemplo, el peso molecular del reactivo polimérico empleado, el resto de
Factor | X en particular, el régimen de d osificaciéon d eseado, y la actividad residual y las propiedades in vivo del
conjugado o conjugados individuales.

Si se desea, los conjugados que tienen diferentes pesos moleculares se pueden aislar utilizando cromatografia por
filtracion en gel y/o cromatografia de intercambio idnico. Es decir, la cromatografia por filtracion en gel se usa para
fraccionar diferentes valores del promedio de polimero con respecto al resto de F actor I X (por ejemplo, 1-mero, 2-
mero, 3-mero, y demas, en los que "1-mero" indica 1 polimero unido a un resto de F actor |1X, "2-mero" 2 pol imeros
unidos a un resto de Factor IX, y asi sucesivamente) basandose en sus diferentes pesos moleculares (cuando la
diferencia corresponde es encialmente al peso molecular promedio de |a p arte de po limero soluble en ag ua). Por
ejemplo, en una reacciéon ejemplaren | a que se co njuga al eatoriamente una pr oteina de 55 000 daltons con un
reactivo polimérico que tiene un p eso m olecular de a proximadamente 20 000 daltons, | a me zcla d e re accion
resultante p uede c ontener | a proteina n o modificada ( que tiene un peso molecular de aproximadamente 55 000
daltons), la proteina monoPEGilada (o "1-mero") (que tiene un peso molecular de aproximadamente 75000 daltons),
la proteina diPEGilada (o "2-mero") (que tiene un peso molecular de aproximadamente 95000 daltons), y demés.
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Mientras este enfoque se puede utilizar para se parar co njugados de restos de Factor | Xcon PEG y con otros
polimeros que tengan diferentes pesos moleculares, esta a proximacion no es generalmente eficaz para se parar
isdbmeros posicionales que presentan diferentes sitios de unién del polimero en el resto de Factor IX. Por ejemplo, la
cromatografia por filtracion en gel se pueden usar para separar unas de otras las mezclas de 1 -meros, 2-meros, 3-
meros, y demas, aunque cada una de las composiciones de PEG-mero recuperadas puede contener PEGs unidos a
diferentes grupos amino reactivos (por ejemplo, restos de lisina) en el resto de Factor IX.

Las columnas par a filtracion en gel a decuadas par a | levar a ¢ abo est e tipo d e se paracion incluyen ¢ olumnas
Superdex™ y Sephadex™ disponibles en Amersham Biosciences (Piscataway, NJ). La seleccién de una columna en
particular dependera del rango de fraccionamiento deseado. Generalmente, la elucién se lleva a cabo utilizando un
tampodn adecuado, tal como fosfato o acetato. Las fracciones recogidas se pueden analizar mediante una diversidad
de m étodos diferentes, p or ej emplo, (i) absorbanciaa 280 nm p ara el co ntenido de pr oteinas, (i) an alisis de
proteinas basado en una tincién usando albumina en suero bovino como estandar, (iii) ensayo de yodo para el
contenido de PEG (Sims et al. (1980) Anal. Biochem, 107:60-63), (iv) electroforesis en gel de poliacrilamida con
dodecilsulfato sddico ( SDS P AGE), se guido de t incion co n cl oruro de bar io, y cr omatografia | iquida d e al to
rendimiento.

La separacion de los isomeros posicionales se puede llevar a cabo mediante cromatografia de fase inversa
utilizando métodos de cromatografia liquida de alto rendimiento de fase inversa (RP-HPLC) usando por ejemplo una
columna C18 o una columna C3 (Amersham Biosciences o V ydac) o mediante cromatografia de intercambio iénico
utilizando una columna de intercambio idnico, por ejemplo, una columna de intercambio i6nico Sepharose™
disponible en Amersham B iosciences. C ualquiera d e | os dos enfoques se pue de utilizar par a se parar i smeros
polimero-agente activo tienen el mismo peso molecular (isémeros posicionales).

Preferentemente, |as composiciones estan basicamente libres de proteinas que no tienen actividad de F actor | X.
Ademas, preferentemente |as composiciones estan basicamente libres de todos los demas polimeros solubles en
agua unidos de forma no co valente. En algunas circunstancias, sin embargo, |a composicién p uede contener una
mezcla de conjugados polimero-resto de Factor IX y Factor IX no conjugado.

Opcionalmente, | a co mposicién del a presentei nvencién co mprende def orma ad icional u ne xcipiente
farmacéuticamente ace ptable. S i se dese a, el e xcipiente f armacéuticamente ac eptable se pu ede afiadirau n
conjugado para formar una composicion.

Los ejemplos de excipientes incluyen los seleccionados entre el grupo que consiste en hidratos de carbono, sales
inorganicas, agentes antimicrobianos, antioxidantes, tensioactivos, tampones, acidos, bases, y las combinaciones de
los mismos.

Un hidrato de carbono tal como un azu car, un azu car d erivatizado tal como un a Ilditol, acido aldénico, un azu car
esterificado y/o un polimero de az ucar p uede estar pr esente co mo e xcipiente. Los ex cipientes de hi dratos de
carbono especificos incluyen, por ejemplo: monosacaridos, tales como fructosa, m altosa, ga lactosa, gl ucosa, D-
manosa, Yy s orbosa; d isacaridos, tales como | actosa, sa carosa, trehalosa, y ce lobiosa; pol isacaridos, tales como
rafinosa, m elecitosa, m altodextrinas, de xtranos, al midones, y al ditoles, tales como m anitol, xilitol, m altitol, | actitol,
xilitol, sorbitol (glucitol), piranosil sorbitol, y mioinositol.

El e xcipiente también pueden incluir una s al inorganica o tampoén tal como acido ci trico, cl oruro s édico, cl oruro
potasico, sulfato sddico, nitrato potasico, fosfato sédico monobasico, fosfato sddico dibasico, y las combinaciones de
los mismos.

La co mposicion también pu eden incluir un agente antimicrobiano para | a prevencion o disuasién del cre cimiento
microbiano. Los ejemplos de agentes antimicrobianos adecuados para la presente invencion incluyen cloruro de
benzalconio, cloruro de bencetonio, alcohol bencilico, cloruro de cetilpiridinio, clorobutanol, fenol, alcohol feniletilico,
nitrato fenilmercurico, timersol, y las combinaciones de los mismos.

También p uede est ar pr esente e n la c omposicion u n a ntioxidante. Lo s antioxidantes se usan p ara pr evenir | a
oxidacion, previniendo de esta manera el deterioro del conjugado u otros componentes de la preparaciéon. Los
antioxidantes adecuados para su uso en | a pr esente i nvencion i ncluyen, por ej emplo, pa Imitato de asco rbilo,
hidroxianisol butilado, hidroxitolueno butilado, acido hipofosforoso, monotioglicerol, galato de propilo, bisulfito sédico,
formaldehido sédico sulfoxilado, metabisulfito sédico, y las combinaciones de los mismos.

Un tensioactivo puede estar presente como excipiente. Los ejemplos de tensioactivos incluyen: polisorbatos, tales
como "Tween20" y "Tween 80," y plurénicos tales como F68 y F88 (ambos disponibles en BASF, Mount Olive, New
Jersey); ést eres de s orbitan; | ipidos, t ales como f osfolipidos tales co mo| ecitina y otras fosfatidilcolinas,
fosfatidiletanolaminas (aunque preferentemente no en forma liposomal), acidos grasos y ésteres grasos; esteroides,
tales como colesterol; y agentes quelantes, tales como EDTA, cinc y otros cationes adecuados.

Los acidos o las bases pueden estar presentes en la composicidon como excipientes. Los ejemplos de acidos que se
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pueden utilizar incluyen los acidos seleccionados entre el grupo que consiste e n acido clorhidrico, acido acético,
acido fosférico, acido ci trico, aci do m alico, aci do lactico, acido f drmico, acido tricloroacético, acido nitrico, aci do
perclérico, acido fosférico, acido sulfurico, acido fumarico, y las combinaciones de |os mismos. Los ejemplos de
bases adecuadas incluyen las bases seleccionadas entre el grupo que consiste en hidroxido sédico, acetato sédico,
hidréxido am énico, hidréxido pot asico, ace tato am énico, ace tato potasico, fosfato sé dico, fosfato potasico, citrato
sédico, formiato sddico, sulfato sddico, sulfato potasico, fumarato potasico, y las combinaciones de los mismos.

La cantidad de conjugado (es decir, el conjugado formado entre el agente activo y el reactivo polimérico) en la
composicion p odra va riar d ependiendo d e una d iversidad d e f actores, per o se ra 6pt imamente una ca ntidad
terapéuticamente eficaz cuando la composicion se almacena en un envase de dosificacion unitario (por ejemplo, un
vial). A demas, | a pr eparacién f armacéutica se pue de a lojar e nun aj eringa. S e pu ede d eterminar | a ca ntidad
terapéuticamente ef icaz experimentalmente m ediante la adm inistracién r epetida de ca ntidades en a umento d el
conjugado para determinar qué cantidad produce el criterio de valoracion clinico deseado.

La ca ntidad d e cu alquier e xcipiente i ndividual e n | a c omposicién podra va riar d ependiendo de | a actividad d el
excipiente y de | as necesidades particulares de la c omposicion. T ipicamente, | a ca ntidad 6 ptima de cu alquier
excipiente individual se determina a través de una experimentacion de rutina, es decir, mediante la preparacion de
composiciones que contienen cantidades variables del excipiente (que varian de valores bajos a elevados),
examinando |la estabilidad y otros parametros, y a ¢ ontinuacion determinando el intervalo en el que se obtiene un
rendimiento éptimo sin efectos adversos importantes.

Sin embargo, generalmente, el excipiente estara presente en la composicién en una cantidad de aproximadamente
un 1% a aproximadamente un 99% en peso, preferentemente de aproximadamente un 5% a aproximadamente un
98% en peso, mas preferentemente de aproximadamente un 15 aproximadamente un 95% en peso del excipiente,
siendo las concentraciones mas preferentes las menores del 30% en peso.

Estos excipientes farmacéuticos anteriores junto con otros excipientes se describen en "Remington: The Science &
Practice of P harmacy”, 192 ed. , W illiams & W illiams, ( 1995), " Physician's Desk Reference", 522 ed., M edical
Economics, M ontvale, NJ (1998), y Kibbe, A .M., H andbook of P harmaceutical E xcipients, 3% E dicion, A merican
Pharmaceutical Association, Washington, D.C., 2000.

Las composiciones incluyen todos los tipos de formulaciones y en particular los que son adecuados para inyeccion,
por ejemplo, polvos o liofilizados que se pueden reconstituir como liquidos. Los ejemplos de diluyentes adecuados
para la reconstitucion de las composiciones solidas antes de la inyeccion incluyen agua bacteriostatica para
inyeccion, de xtrosa al 5% en agua, tampon fosfato salino, soluciéon de R inger, solucion salina, agua estéril, agua
desionizada, y las combinaciones de los mismos. C on respecto a | as co mposiciones farmacéuticas liquidas, se
preveén las soluciones y suspensiones.

Las composiciones de la presente invencion se administran tipicamente, aunque no necesariamente, mediante
inyeccion y por lo tanto son generalmente soluciones o suspensiones liquidas inmediatamente antes de su
administracion. La preparacion f armacéutica t ambién puede t omar otras formas tales como j arabes, cremas,
pomadas, comprimidos, y polvos. También se incluyen otros modos de administracion, tales como pulmonar, rectal,
transdérmico, transmucosal, oral, intratecal, subcutaneo, intraarterial, y demas.

También se describe en el presente docu mento un m étodo p ara el s uministro d e u n co njugado, como se h a
proporcionado el presente documento, a un paciente que sufre de una afeccién que es responsable del tratamiento
con el co njugado. E | m étodo ¢ omprende el su ministro, gen eralmente m ediante inyeccion, d e u na ¢ antidad
terapéuticamente eficaz del conjugado (preferentemente proporcionado como parte de una composicion
farmacéutica). Los conjugados (tipicamente como parte d e una co mposicion farmacéutica) se pueden suministrar
mediante, por ejemplo, inyeccion intravenosa, inyeccion intramuscular, inyeccion subcutanea, y demas. Los tipos de
formulacion adecuados para la administracion parenteral incluyen soluciones listas para la inyeccion, polvos secos
para |la combinacién con un disolvente antes de su uso, suspensiones listas para inyeccion, composiciones secas
insolubles para la combinacién con un vehiculo antes de su uso, y emulsiones y liquidos concentrados para diluirse
antes de la administracion, entre otras.

El método de suministro se puede usar para tratar a un paci ente que tiene una afeccién que se puede remediar o
prevenir mediante la administracion d el conjugado. Los expertos habituales en la materia conocen las afecciones
que puede tratar de forma eficaz un conjugado especifico. Por ejemplo, los conjugados se pueden utilizar para tratar
a individuos que padecen hemofilia B, bien como terapia de reemplazo o bien como profilaxis. La administracion del
conjugado para la profilaxis incluye las situaciones en las que el paciente padece hemofilia B y va a someterse a una
intervencion quirdrgica y el conjugado se administra entre una y cuatro horas antes de la intervencion quirdrgica.
Ademas, | os conjugados son adecu ados para su uso como pr ofilactico frente al as hemorragias incontroladas,
opcionalmente en p acientes que no p adecen h emofilia. D e est a m anera, por ejemplo, e | co njugado s e pu ede
administrar un paciente con riesgo de hemorragia incontrolada antes de una intervencién quirurgica.

La dosis real que se administra podra variar dependiendo de la edad, peso, y el estado general de salud del sujeto
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asi como de la gravedad de la afeccidon que se esta tratando, del juicio del profesional de cuidados sanitarios, y del
conjugado que se va administrar. Los expertos en la materia conocen las cantidades terapéuticamente eficaces y/o
estas se describen en los libros de texto y la literatura de referencia pertinentes. Generalmente, en base al peso, la
cantidad terapéuticamente eficaz podra variar de a proximadamente 0,001 mg a 1 00 mg, preferentemente en dosis
de 0,01 mg/dia a 75 mg/dia, y mas preferentemente en dosis de 0,10 mg/dia a 50 mg/dia. En base a la actividad, el
experto en la materia puede calcular las dosis correspondientes basadas en unidades internacionales de actividad.

La dosificacion unitaria de cualquier conjugado determinado (de nuevo, proporcionado preferentemente como parte
de un a co mposicién f armacéutica) se pu ede adm inistrar con un a di versidad de pr ogramas de d osificacion qu e
dependen del juicio del clinico, las necesidades del paciente, y demas. El programa de dosificacion especifico se
conoce por los expertos habituales en la materia o se puede determinar experimentalmente utilizando métodos de
rutina. Los ejemplos de programas de dosificacion incluyen la administracion cinco veces al dia, cuatro veces al dia,
tres veces al dia, dos veces al dia, una vez al dia, tres veces ala semana, dos veces ala semana, unavez a la
semana, dos veces al mes, una vez al mes, y cualquier combinacion de los mismos. Una vez que se ha conseguido
el criterio de valoracion clinico, se interrumpe la dosificacion de la composicion.

Procedimiento experimental

La practica de la presente invencion empleara, a menos que se indique otra cosa, técnicas convencionales de
sintesis organica, que estan dentro de la experiencia de la técnica. Tales técnicas se explican completamente en la
bibliografia. Los reactivos y los materiales estan disponibles comercialmente a menos que se indique
especificamente lo contrario. Véase, por ejemplo, J. March, Advanced Organic Chemistry: Reactions Mechanisms y
Structure, 42 Ed. (New York: Wiley-Interscience, 1992), mencionado anteriormente.

En los siguientes ejemplos, se ha realizado un esfuerzo para asegurarse de la precisiéon con respecto a los valores
numéricos utilizados (por ejemplo, cantidades, temperaturas, etc.) pero se deberian tener en cuenta algunos errores
y desviaciones experimentales. A menos que se indique otra cosa, las temperaturas son en grados Celsius °C y la
presion es la presion atmosférica a nivel del mar o cercana a ella.

Aunque se hara referencia a otras abreviaturas conocidas por los expertos habituales en la materia, se usaran otros
reactivos y m ateriales, y se usaran otros métodos conocidos porlos expertos enla m ateria, se p roporcionala
siguiente lista y descripcion de métodos sélo por conveniencia.

NaCNBH; Cianoborohidruro sédico, 95% (Aldrich)

HCI Acido clorhidrico, glacial (Fisher)

Ko kDa kilodaltons

Acetonitrilo  (Fisher Optima)

TFA Acido trifluoroacético, calidad de HPLC (JT Baker)
PBS Tampon fosfato salino (Sigma)

SEC Cromatografia de exclusién por tamafio

HPLC Cromatografia liquida de alto rendimiento

SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sodico

HEPES [acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazinaetanosulfonico] certificado de rendimiento en biotecnologia, 99,5+%
(Sigma)

Alcohol etilico, USP, Absolute-200 Proof (AAPER)

NuPAGE® MES [4cido 2-(N-morfolino)etanosulfénico] tampén de migracién en SDS (Invitrogen Corporation,
Carlsbad CA)

NuPAGE® 4 x LDS (docecilsulfato de litio) tampon de muestras (Invitrogen Corporation, Carlsbad CA)
SigmaMarker, intervalo bajo (P.M. 6500-66000) (Sigma)
SigmaMarker, intervalo medio (P.M. 36000-205000) (Sigma)

NuPAGE® Novex Bis-Tris [Bis(2-hidroxietil)imino-tris(hidroximetil)metano-HCI] gel (Invitrogen Corporation, Carlsbad
CA)
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Analisis por SEC-HPLC

La cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) se llevé a cabo en un sistema Agilent 1100 HPLC (Agilent). Para
las muestras que se analizaron utilizando SEC-HPLC, cada muestra se analizé utilizando una columna KW-804 de
proteina SHODEX (Showa Denko KK, Tokio Japon), a pH 7,2. El caudal para la columna se ajusté a 0,5 ml/minuto.
Las proteinas y los conjugados PEG-proteina eluidos se detectaron utilizando un enfoque basado en UV que tiene
una longitud de onda establecida en 280 nm.

Analisis por SDS-PAGE

La electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE) se llevd a cabo usando un sistema
de electroforesis XCELL SURELOCK Mini-Cell (Invitrogen Corporation, Carlsbad CA). Para las muestras que se
analizaron utilizando SDS-PAGE, cada mezcla se mezcld con 4 x tampén de muestras LDS (Invitrogen Corporation,
Carlsbad CA). A continuacién las muestras preparadas se cargaron sobre un gel NUPAGE Novex Bis-Tris al 4-12% y
migraron durante aproximadamente 30 minutos a 200 V usando tampdn de migracion NuPAGE® MES (Invitrogen
Corporation, Carlsbad CA).

Analisis por RP-HPLC

La cromatografia liquida de alto rendimiento de fase inversa se realiz6 utilizando una columna inversa C3 (Hamilton,
Zorbax). Se utilizé un gradiente del 30-80% de acetonitrilo junto con una temperatura elevada durante 30 minutos a
0,5 ml/ minuto.

El F actor | X recombinante c orrespondiente a | a s ecuencia de aminoacidos dela SEC. ID. N° 1 se utilizé en los
Ejemplos 1-16. Se obtuvo el Factor IX en un tampdn que contiene tanto L-histidina como glicina. A causa de que los
grupos amino asociados con la L-histidina y la glicina en el tampdn podrian competir con los grupos amino asociados
con el Factor I X, fue necesario i ntercambiar el tampdn qu e contiene amina por un t ampon libre de aminas para
mejorar el rendimiento de la conjugacion del Factor IX cuando se utilizaron reactivos poliméricos dirigidos a aminas
para efectuar la conjugacion.

En resumen, el tampdn que co ntiene amina s e i ntercambié por un tampén libre de aminas en unade las dos
aproximaciones, dep endiendo d el volumen de t ampodn a i ntercambiar. P ara v olumenes de tampon r elativamente
pequefos, se utilizé una columna centrifuga de 500 ul Zeba Desalt (Pierce Biotechnology, Rockford IL) de acuerdo
con el protocolo proporcionado por el fabricante. Para volimenes de tampon relativamente grandes, se utilizé un
dispositivo de filtrado centrifugo de 2 ml CENTRICON® (Millipore Corporation, Billerica MA) con un punto de corte de
un peso molecular de 10000 o 30000 dalton de acuerdo con el protocolo proporcionado por el fabricante. Todas las
muestras utilizadas en los Ejemplos sin etanol se cambiaron a 1 x tampon PBS que tiene un pH de 7,5, mientras que
todas las muestras utilizadas en los Ejemplos con etanol se intercambiaron con 1 x tampén PBS que tiene un pH de
7,5 con etanol anadido para formar una mezcla de reaccion de Factor IX que contiene etanol al 10%.

El tampdn libre de aminas que contiene el Factor IX recombinante y que corresponde a la secuencia de aminoacidos
de la SEC. ID. N° 1 (la "solucién patrén de Factor 1X") se utilizd en los Ejemplos 1-16. La solucién patrén de Factor
IX contenia aproximadamente de 0,2 mg/ml a 0,55 mg/ml de Factor IX.

Ejemplo 1

PEGilacion de Factor IX con mPEG-SMB, 30 kDa

(Proporcién 1:1 de polimero con respecto al Factor 1X; sin etanol)

o)

]
CH30- (CH2CI{20)“CH2CH2?H'C_ O—N

CH, J

mPEG-SMB, 30 kDa

Se templd a t emperatura ambiente mMPEG-SMB, 30 kD a, almacenado a -20 °C en atmosfera de argon. EI mPEG-
SMB (4,1 mg) templado se disolvié en 1 m| de HCI 2 mM para formar una solucion de mPEG-SMB. Se afhadi6 la
solucion de mMPEG-SMB a una alicuota de la solucion patron de Factor IX que contiene 0,07 mg de Factor IX hasta
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que se alcanzé una pr oporcién molar 1: 1 de m PEG-SMB co n respecto al F actor | X. D espués de | a adicion d el
mPEG-SMB, se comprobo el pH de la reaccién para asegurar un valor de pHde 7,2 a 7,5, y se mezclé bien. Para
permitir el acoplamiento del mMPEG-SMB al Factor IX a través de un enlace amida, la solucién de reaccion se agité
durante tres horas a temperatura ambiente, después de lo cual se migré la muestra con SDS PAGE, que confirmé la
presencia de material m onoconjugado ( "1-mero"). V éase | a ban da m arcadacomo" SMB 30K 1:1"ene Igel
proporcionado en la Figura 1. Después de esto, se permitié que continuara el acoplamiento mediante la agitacién de
la solucion de reaccién durante 15 horas a 4 °C, obteniéndose de esta manera una solucion de conjugado.

Se utilizaron RP-HPLC (C 3) y una se gunda S DS P AGE par a | a ¢ aracterizacion d e | a s olucion de co njugado
resultante. Basandose en el resultado de la segunda SDS PAGE, se observé conjugacion. Véase la banda marcada
como "SMB 30 K 1:1" en el gel proporcionado en la Figura 2. Se utilizé RP-HPLC (C3) para separar los componentes
de | a so lucidon de co njugado r esultante y el cr omatograma r esultante i ndicoé un r endimiento de 10, 54% ( que
representa el 100% de especies monoPEGiladas o "1-mero"). Véase el cromatograma proporcionado en la Figura 5.

Se espera que un aumento en los tiempos de reaccion, el aumento de la temperatura y/o las adiciones multiples de

reactivo polimérico podrian incrementar el rendimiento. Usando este mismo enfoque, se pueden preparar otros
conjugados utilizando mPEG-SMB que tenga otro peso molecular promedio en peso.

Ejemplo 2

PEGilacion de Factor IX con mPEG-SMB, 30 kDa

(Proporcién 10:1 de polimero con respecto al Factor 1X; sin etanol)

o]
O

]
CH30- (CH2CH20)HCH2CH2?H-C— O—N
CH;
mPEG-SMB, 30 kDa

o

Se templd a t emperatura ambiente mPEG-SMB, 30 kD a, almacenado a -20 °C en atmdsfera de argon. EI mPEG-
SMB (4,1 mg) templado se disolvié en 1 m| de HCI 2 mM para formar una solucion de mPEG-SMB. Se ahadi6 la
solucion de mPEG-SMB a una alicuota de la solucién patrén de Factor IX que contiene 0,07 mg de Factor IX hasta
que se alcanzé un exceso molar 10 veces superior de mPEG-SMB con respecto al Factor IX. Después de la adicién
del MPEG-SMB, se comprobd el pH de |a reaccion para asegurar un valorde pH de 7,2a7,5, y se mezclé bien.
Para permitir el acoplamiento del mMPEG-SMB al Factor | X a través de un enlace amida, la solucién de reaccién se
agitdé durante tres horas a temperatura am biente, des pués de lo cual se migré la muestra con SDS PAGE, que
confirmé la presencia de material monoconjugado ("1-mero"). Véase la banda marcada como "SMB 30 K 10:1" en el
gel proporcionado en la Figura 1. Después de esto, se permitié que continuara el acoplamiento mediante la agitacién
de la solucion de reaccion durante 15 horas a 4 °C, obteniéndose de esta manera una solucion de conjugado.

Se utilizaron RP-HPLC (C 3) y una se gunda S DS P AGE par a | a ¢ aracterizacion d e | a s oluciéon de co njugado
resultante. Basandose en el resultado de la segunda SDS PAGE, se observé conjugacion. Véase la banda marcada
como" SMB 30K 10: 1"e nel g el proporcionadoen laF igura 2. S e utilizé6 R P-HPLC (C 3) p ara se parar | os
componentes de la solucion de conjugado resultante y el cromatograma resultante indicd un rendimiento del 6,4%
(que representa el 100% de especies monoPEGiladas o "1-mero"). V éase el cromatograma proporcionado en la
Figura 6.

Se espera que un aumento en los tiempos de reaccion, el aumento de la temperatura y/o las adiciones multiples de
reactivo polimérico podrian incrementar el rendimiento. De esta manera, cuando se repiti6 el experimento con
tiempos prolongados a temperatura ambiente antes de continuar | a reacciéon durantetodalanochea4° C,se
consiguié un aumento en el rendimiento de conjugado que se evidencié mediante una banda mas oscura como se
muestra en el gel de SDS PAGE. Véase la banda marcada como "SMB 30 K 10:1" en la Figura 4. Usando este
mismo e nfoque, se pueden pr eparar ot ros conjugados utilizando m PEG-SMB que tenga ot ro peso m olecular
promedio en peso.

Ejemplo 3

PEGilacion de Factor IX con mPEG2-N-hidroxisuccinimida ramificado, 40 kDa
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(Proporcién 1:1 de polimero con respecto al Factor 1X; sin etanol)

0
1
HaC-(OCH,CH,),—NH-C-0-CH, o &
i
HC-OCHgCHyCH,~C-0-N
]
HaC-(OCH5CH,),=NH-C-0-CH, o

mPEG2-N-hidroxisuccinimida ramificado, 40 kDa

Se templd at emperatura a mbiente mPEG2-N-hidroxisuccinimida r amificado, 40 kD a, al macenadoa -20°Cen
atmosfera de argon. El mPEG2-N-hidroxisuccinimida ramificado (2,0 mg) templado se disolvié en 1 ml de HCI 2 mM
para f ormar u na so luciéon d e m PEG2-N-hidroxisuccinimida r amificado. S e a fadi6 | a so luciéon de m PEG2-N-
hidroxisuccinimida ramificado a una alicuota de la solucién patréon de Factor I X que contiene 0,07 mg de F actor 1X
hasta que se alcanzé una proporcion molar 1:1 de mPEG2-N-hidroxisuccinimida ramificado con respecto al Factor
IX. D espués de | a adiciéon d el m PEG2-N-hidroxisuccinimida r amificado, se comprobé el pH de |a reaccion para
aseguraru n valordep Hde7, 2 a7,5, yse m ezcldbi en. P ara permitir e | ac oplamiento d el m PEG2-N-
hidroxisuccinimida ramificado al Factor IX a través de un enlace amida, la solucién de reaccién se agité durante tres
horas a temperatura ambiente, después de lo cual se migré la muestra con SDS P AGE, que n o mostré ninguna
conjugacion detectable. Véase la banda marcada como " NHS 40 K 1:1 " en el gel proporcionado en la Figura 1.
Después de esto, se proporciona un tiempo adicional para la conjugacion mediante la agitacion de la solucién de
reaccion durante 15 horas a 4 °C, obteniéndose de esta manera una solucion de conjugado.

Se utilizaron RP-HPLC (C 3) y una se gunda S DS P AGE par a | a c aracterizacion d e | a s oluciéon de co njugado
resultante. Basandose en el resultado de la segunda SDS PAGE, se observé conjugacion. Véase la banda marcada
como" NHS 40K 1:1" enel gelproporcionadoen laF igura?2. Seutilizé R P-HPLC (C 3) p ara se parar | os
componentes de la solucién de conjugado resultante y el cromatograma resultante indicé un rendimiento del 0,1%
(que representa el 100% de especies monoPEGiladas o " 1-mero"). V éase el cromatograma proporcionado en la
Figura 7.

Se espera que un aumento en los tiempos de reaccion, el aumento de la temperatura y/o las adiciones multiples de
reactivo polimérico podrian incrementar el rendimiento. Usando este mismo enfoque, se pueden preparar otros
conjugados utilizando mPEG2-N-hidroxisuccinimida ramificado que tenga otro peso molecular promedio en peso.
Ejemplo 4

PEGilacion de Factor IX con mPEG2-N-hidroxisuccinimida ramificado, 40 kDa

(Proporcién 10:1 de polimero con respecto al Factor IX; sin etanol)

0
]
HyC-(OCH,CH,),—NH-C-0-CH, o ©
i
o HC-OCH,CHzCH=C-O-N
HyC-(OCHoCHy), ~NH-C-0-CHa o

mPEG2-N-hidroxisuccinimida ramificado, 40 kDa

Se templd at emperatura a mbiente mPEG2-N-hidroxisuccinimida r amificado, 40 kD a, al macenadoa -20°Cen
atmosfera de argon. El mPEG2-N-hidroxisuccinimida ramificado (2,0 mg) templado se disolvié en 1 ml de HCl 2 mM
para f ormar u na so luciéon d e m PEG2-N-hidroxisuccinimida r amificado. S e a fadid | a so luciéon de m PEG2-N-
hidroxisuccinimida ramificado a una alicuota de la solucién patréon de Factor I X que contiene 0,07 mg de F actor 1X
hasta que se alcanzé un exceso molar 10 veces superior de mPEG2-N-hidroxisuccinimida ramificado con respecto al
Factor | X. Después de la adicion del m PEG2-N-hidroxisuccinimida ramificado, se comprobé el pH de la reaccion
para as egurarunva lor de pHde 7, 2a7, 5, yse m ezclé bi en. P ara per mitir el ac oplamiento de | m PEG2-N-
hidroxisuccinimida ramificado al Factor IX a través de un enlace amida, la solucién de reaccién se agité durante tres
horas a temperatura ambiente, después de |o cual se migré la muestra con SDS P AGE, que n o mostré ninguna
conjugacion detectable. Véase la banda marcada como " NHS 40 K 10:1 " en el gel proporcionado en la Figura 1.
Después de e sto, se permitié q ue co ntinuara el acoplamiento m ediante | a a gitaciéon de |a so lucion d e r eaccion
durante 15 horas a 4 °C, obteniéndose de esta manera una solucién de conjugado.
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Se utilizaron RP-HPLC (C 3) y una se gunda S DS P AGE par a | a ¢ aracterizacion d e | a s oluciéon de co njugado
resultante. Basandose en el resultado de la segunda SDS PAGE, la conjugacién ain no era detectable. Véase la
banda marcadacomo " NHS 40K 10:1" en el gel proporcionado en la Figura 2. Se utilizd6 RP-HPLC (Cs) para
separar los componentes de la soluciéon de conjugado resultante y el cromatograma resultante no indicé ningun
rendimiento de conjugado detectable. Véase el cromatograma proporcionado en la Figura 8.

Se espera que un aumento en los tiempos de reaccion, el aumento de la temperatura y/o las adiciones multiples de

reactivo polimérico podrian incrementar el rendimiento. Usando este mismo enfoque, se pueden preparar otros
conjugados utilizando mPEG2-N-hidroxisuccinimida ramificado que tenga otro peso molecular promedio en peso.

Ejemplo 5
PEGilacion de Factor IX con mPEG-SMB, 30 kDa

(Proporcién 10:1 de polimero con respecto al Factor 1X; con etanol)

o]

]
CH;0- (CHgCHgO)nCHz(:Hz?H‘C‘ O—N
CH,
mPEG-SMB, 30 kDa

o

Dado que se cree que el etanol aumenta la flexibilidad estructural de ciertas proteinas, se introdujo etanol en el
tampon y el sistema de reaccion. Se templo a temperatura ambiente mPEG-SMB, 30 kD a, almacenado a -20 °C en
atmésfera de argon. EI mPEG-SMB (10,0 mg) templado se disolvié en 0,5 ml de HCI 2 mM con etanol afiadido para
formar una soluciéon de mPEG-SMB que contiene etanol al 10%. Se afiadio la solucion de mPEG-SMB que contiene
etanol al 10% a | a mezcla de reaccién de F actor | X que contiene etanol al 10 % hasta que se alcanzé un e xceso
molar 10 veces superior de m PEG-SMB co n respecto al F actor | X. D espués de la adicion del m PEG-SMB, se
comprobd el pH de la reaccion para asegurar un valor de pH de 7,2 a 7,5, y se mezcl6é bien. Para permitir el
acoplamiento del mMPEG-SMB al Factor IX a través de un enlace amida, la solucién de reaccién se agité durante tres
horas a temperatura ambiente. Se permitié que continuara el acoplamiento mediante la agitacién de la solucion de
reaccion durante toda la noche a 4 °C, obteniéndose de esta manera una solucién de conjugado.

Se utilizé SDS PAGE para la caracterizacion de la solucion de conjugado resultante. Basandose en los resultados de
SDS PAGE, no se detecté conjugaciéon. Véase la banda marcada como " SMB 30 K 10:1 + EtOH" en el gel
proporcionado en la Figura 3. No se cree que la introduccién de etanol incremente la flexibilidad estructural del
Factor IX que permita un aumento de la conjugacion de mPEG-SMB, 30 kDa.

Se espera que un aumento en los tiempos de reaccioén, el aumento de la temperatura y/o las adiciones multiples de

reactivo polimérico podrian incrementar el rendimiento. Usando este mismo enfoque, se pueden preparar otros
conjugados utilizando mPEG-SMB que tenga otro peso molecular promedio en peso.

Ejemplo 6
PEGilacién de Factor IX con mPEG-SMB, 30 kDa

(Proporcién 20:1 de polimero con respecto al Factor IX; con etanol)

o]
O

]
CH30‘- (CH2CH20)HCH2CH2?H-C— O—N
CH;
mPEG-SMB, 30 kDa

o

Dado que se cree que el etanol aumenta la flexibilidad estructural de ciertas proteinas, se introdujo etanol en el
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tampon y el sistema de reaccion. Se templd a temperatura ambiente mPEG-SMB, 30 kD a, almacenado a -20 °C en
atmésfera de argon. EI mPEG-SMB (10,0 mg) templado se disolvié en 0,5 ml de HCI 2 mM con etanol afiadido para
formar una soluciéon de mPEG-SMB que contiene etanol al 10%. Se afiadio la solucion de mPEG-SMB que contiene
etanol al 10% a | a mezcla de reaccién de F actor | X que contiene etanol al 10 % hasta que se alcanzé un e xceso
molar 20 v eces superior de m PEG-SMB co n respecto al F actor | X. D espués de la adicion del m PEG-SMB, se
comprobo el pH de la reaccién para asegurar un valor de pH de 7,2 a 7,5, y se mezclé bien. Para permitir el
acoplamiento del mMPEG-SMB al Factor IX a través de un enlace amida, la solucién de reaccién se agité durante tres
horas a temperatura ambiente. Se permitié que continuara el acoplamiento mediante la agitacion de la solucion de
reaccion durante toda la noche a 4 °C, obteniéndose de esta manera una solucién de conjugado.

Se utilizé SDS PAGE para la caracterizacion de la solucion de conjugado resultante. Basandose en los resultados de
SDS PAGE, no se detecté conjugaciéon. Véase la banda marcada como " SMB 30 K 20:1 + EtOH" en el gel
proporcionado en la Figura 3. No se cree que la introduccion de etanol incremente la flexibilidad estructural del
Factor IX que permita un aumento de la conjugacion de mPEG-SMB, 30 kDa.

Se espera que un aumento en los tiempos de reaccion, el aumento de la temperatura y/o las adiciones multiples de

reactivo polimérico podrian incrementar el rendimiento. Usando este mismo enfoque, se pueden preparar otros
conjugados utilizando mPEG-SMB que tenga otro peso molecular promedio en peso.

Ejemplo 7
PEGilacion de Factor IX con mPEG2-N-hidroxisuccinimida ramificado, 40 kDa

(Proporcién 10:1 de polimero con respecto al Factor 1X; con etanol)

L]
HyC-(OCH,CHy),~NH-C-O-CHa o/ie
i
o HG-OCHCHzCH,=C-O-N
]
H4C-(OCH,CH5)y ~NH-C-0-CHs d

mPEG2-N-hidroxisuccinimida ramificado, 40 kDa

Dado que se cree que el etanol aumenta la flexibilidad estructural de ciertas proteinas, se introdujo etanol en el
tampon y el sistema de reaccion. Se templé a temperatura ambiente mPEG2-N-hidroxisuccinimida ramificado, 40
kDa, almacenado a -20 °C en atmdsfera de argon. El mPEG2-N-hidroxisuccinimida ramificado (2,0 mg) templado se
disolvid en 1,0mlde HClI 2mM con etanol a hadido p ara formar u na solucion de m PEG2-N-hidroxisuccinimida
ramificado q ue co ntiene et anol al 10%. S e afia di6 la so lucion de m PEG2-N-hidroxisuccinimida r amificado que
contiene etanol al 10% a la mezcla de reaccion de Factor | X que contiene etanol al 10% hasta que se alcanz6 un
exceso molar 10 veces superior de m PEG2-N-hidroxisuccinimida ramificado con respecto al Factor | X. Después de
la adicion del mPEG2-N-hidroxisuccinimida ramificado, se comprobo el pH de la reaccion para asegurar un valor de
pHde 7,2a7,5, yse mezclé bien. Para p ermitir el ac oplamiento d el mPEG2-N-hidroxisuccinimida ra mificado al
Factor IX a través de un enlace amida, la soluciéon de reaccion se agitdé durante tres horas a temperatura ambiente.
Se permitié que continuara el acoplamiento mediante la agitacion de la solucién de reaccion toda la noche a4 °C,
obteniéndose de esta manera una solucion de conjugado.

Se utilizé6 SDS PAGE para la caracterizacion de la solucion de conjugado resultante. Basandose en los resultados de
SDS PAGE, n o se detectd conjugacion ( resultados no mostrados). No se cree q ue | aintroduccion de etanol
incremente la flexibilidad estructural del Factor IX que permita un aumento de la conjugacion de mPEG2-N-
hidroxisuccinimida ramificado, 40 kDa.

Se espera que un aumento en los tiempos de reaccion, el aumento de la temperatura y/o las adiciones multiples de

reactivo polimérico podrian incrementar el rendimiento. Usando este mismo enfoque, se pueden preparar otros
conjugados utilizando mPEG2-N-hidroxisuccinimida ramificado que tenga otro peso molecular promedio en peso.

Ejemplo 8
PEGilacion de Factor IX con mPEG2-N-hidroxisuccinimida ramificado, 40 kDa

(Proporcién 20:1 de polimero con respecto al Factor 1X; con etanol)
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]
HyC-(OCH,CH,), —NH-C-0-CHa o ©
i
o HC-OCHsCHCH,=C-O-N
]
HaC-(OCH,CH,)y=NH-C-0-CHj o

mPEG2-N-hidroxisuccinimida ramificado, 40 kDa

Dado que se cree que el etanol aumenta la flexibilidad estructural de ciertas proteinas, se introdujo etanol en el
tampon y el sistema de reaccion. Se templé a temperatura ambiente mPEG2-N-hidroxisuccinimida ramificado, 40
kDa, almacenado a -20 °C en atmdsfera de argon. El mPEG2-N-hidroxisuccinimida ramificado (2,0 mg) templado se
disolvié en 1,0 mlde HCI 2 mM con etanol ahadido p ara formar u na solucion de m PEG2-N-hidroxisuccinimida
ramificado q ue co ntiene et anol al 10%. S e afia di6 la so lucidon d e mPE G2-N-hidroxisuccinimida r amificado que
contiene etanol al 10% a la mezcla de reaccion de Factor | X que contiene etanol al 10% hasta que se alcanz6 un
exceso molar 20 veces superior de m PEG2-N-hidroxisuccinimida ramificado con respecto al Factor | X. Después de
la adicion del mPEG2-N-hidroxisuccinimida ramificado, se comprobé el pH de la reaccién para asegurar un valor de
pHde 7,2a7 ,5, yse mezclé bien. Para p ermitir el ac oplamiento d el mPEG2-N-hidroxisuccinimida ra mificado al
Factor IX a través de un enlace amida, la soluciéon de reaccion se agité durante tres horas a temperatura ambiente.
Se permitié que continuara el acoplamiento mediante la agitacion de la solucién de reaccion toda la noche a4 °C,
obteniéndose de esta manera una solucion de conjugado.

Se utilizé6 SDS PAGE para la caracterizacion de la solucion de conjugado resultante. Basandose en los resultados de
SDS P AGE, n o se det ectd conjugacion ( resultados no mostrados). No se cree q ue | aintroduccion de etanol
incremente la flexibilidad estructural del Factor IX que permita un aumento de la conjugacion de mPEG2-N-
hidroxisuccinimida ramificado, 40 kDa.

Se espera que un aumento en los tiempos de reaccion, el aumento de la temperatura y/o las adiciones multiples de

reactivo polimérico podrian incrementar el rendimiento. Usando este mismo enfoque, se pueden preparar otros
conjugados utilizando mPEG2-N-hidroxisuccinimida ramificado que tenga otro peso molecular promedio en peso.

Ejemplo 9
PEGilacion de Factor IX con mPEG-SMB, 30 kDa

(Proporcién 20:1 de polimero con respecto al Factor 1X; sin etanol)

o]

]
CH30‘- (CH2CH20)HCH2CH2?H-C_ O—N
CH,
mPEG-SMB, 30 kDa

o

Se templd a t emperatura ambiente mPEG-SMB, 30 kD a, almacenado a -20 °C en atmdsfera de argon. EI mPEG-
SMB (8,6 mg) templado se disolvié en 1,0 ml de HCI 2 mM para formar una solucion de mPEG-SMB. Se afadi6 la
solucion de mPEG-SMB a una alicuota de la solucién patrén de Factor IX que contiene 0,07 mg de Factor IX hasta
que se alcanzé un exceso molar 20 veces superior de mPEG-SMB con respecto al Factor IX. Después de la adicion
del mPEG-SMB, se comprobd el pH de |a reaccion para asegurar un valorde pH de 7,2a 7,5, y se mezclé bien.
Para permitir el acoplamiento del mMPEG-SMB al Factor IX a través de un enlace amida, la soluciéon de reaccion se
agité durante dos horas a temperatura ambiente. Se permitié que continuara el acoplamiento mediante la agitacion
de la solucion de reaccién toda la noche a 4 °C, obteniéndose de esta manera una solucién de conjugado. Después
de esto, se permitié que continuara el acoplamiento mediante la agitacion de la solucion de reaccion toda la noche a
4 °C, obteniéndose de esta manera una solucion de conjugado.

Se utilizé6 SDS PAGE para la caracterizacion de la solucion de conjugado resultante. Basandose en los resultados de
SDS PAGE, se observé conjugacion. Véase la banda marcada como " SMB 30 K 20:1 " en el gel proporcionado en
la Figura 4.

Se espera que un aumento en los tiempos de reaccion, el aumento de la temperatura y/o las adiciones multiples de
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reactivo polimérico podrian incrementar el rendimiento. Usando este mismo enfoque, se pueden preparar otros
conjugados utilizando mPEG-SMB que tenga otro peso molecular promedio en peso.

Ejemplo 10
PEGilacién de Factor IX con mPEG-SPA, 20 kDa

(Proporcién 20:1 de polimero con respecto al Factor IX; con etanol)
H3C-(OCH2CHy)n-0-CHoCH,-C-O'N

0]
mPEG-SPA, 20 kDa

Dado que se cree que el etanol aumenta la flexibilidad estructural de ciertas proteinas, se introdujo etanol en el
tampon y el sistema de reaccion. Se templé a temperatura ambiente mMPEG-SPA, 20 kDa, almacenado a -20 °C en
atmosfera de argén. EI mPEG-SPA (10,0 mg) templado se disolvié en 0,5 ml de HCI 2 mM con etanol afiadido para
formar una solucién de mPEG-SPA que contiene etanol al 10%. Se afiadié la solucion de mMPEG-SPA que contiene
etanol al 10% a | a mezcla de reaccién de F actor | X que contiene etanol al 10 % hasta que se alcanz6 un e xceso
molar 20 veces superior de m PEG-SPA co nrespecto al F actor | X. D espués de la adicion del m PEG-SPA, se
comprobo el pH de la reaccion para asegurar un valor de pH de 7,2 a 7,5, y se mezclé bien. Para permitir el
acoplamiento del mPEG-SPA al Factor IX a través de un enlace amida, la solucién de reaccién se agitdé durante dos
horas a temperatura ambiente. Se permitié que continuara el acoplamiento mediante la agitacion de la solucién de
reaccion.

Basandose en los resultados de SDS PAGE, no se detectd conjugacién. Véase la banda marcada como " SPA 20 K
20:1 + EtOH" en el gel proporcionado enlaFigura 3. No se cree que |laintroduccién d e etanol incremente la
flexibilidad estructural del Factor IX que permita un aumento de la conjugacién de mPEG-SPA, 20 kDa.

Se espera que un aumento en los tiempos de reaccioén, el aumento de la temperatura y/o las adiciones multiples de
reactivo polimérico podrian incrementar el rendimiento. Usando este mismo enfoque, se pueden preparar otros
conjugados utilizando mPEG-SPA que tenga otro peso molecular promedio en peso.

Ejemplo 11
PEGilacién de Factor IX con mPEG-SPA, 20 kDa

(Proporcién 40:1 de polimero con respecto al Factor IX; con etanol)
H3C-(OCHoCHy),-0-CHoCH,-C-O'N

0o
mPEG-SPA, 20 kDa

Dado que se cree que el etanol aumenta la flexibilidad estructural de ciertas proteinas, se introdujo etanol en el
tampon y el sistema de reaccion. Se templé a temperatura ambiente mMPEG-SPA, 20 kDa, almacenado a -20 °C en
atmosfera de argén. EIl mPEG-SPA (10,0 mg) templado se disolvié en 0,5 ml de HCI 2 mM con etanol afiadido para
formar una solucién de mPEG-SPA que contiene etanol al 10%. Se afiadié la solucion de mMPEG-SPA que contiene
etanol al 10% a | a mezcla de reaccién de F actor | X que contiene etanol al 10% hasta que se alcanzé un e xceso
molar 40 veces superior de m PEG-SPA co nrespecto al F actor | X. D espués de la adicion del m PEG-SPA, se
comprobo el pH de la reaccidén para asegurar un valor de pH de 7,2 a 7,5, y se mezcld bien. Para permitir el
acoplamiento del mPEG-SPA al Factor IX a través de un enlace amida, la solucién de reaccién se agitdé durante dos
horas a temperatura ambiente. Se permitié que continuara el acoplamiento mediante la agitaciéon de la solucion de
reaccion.

Basandose en los resultados de SDS PAGE, no se detectd conjugacién. Véase la banda marcada como " SPA 20 K

40:1 + EtOH" en el gel proporcionado enla Figura 3. No se cree que laintroduccion d e etanol incremente la
flexibilidad estructural del Factor IX que permita un aumento de la conjugacion de mPEG-SPA, 20 kDa.
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Se espera que un aumento en los tiempos de reaccioén, el aumento de la temperatura y/o las adiciones multiples de
reactivo polimérico podrian incrementar el rendimiento. Usando este mismo enfoque, se pueden preparar otros
conjugados utilizando mPEG-SPA que tenga otro peso molecular promedio en peso.

Ejemplo comparativo: Ejemplo 12
PEGilacion de Factor IX con mPEG-butiraldehido ramificado, 20 kDa

(Proporcién 10:1 de polimero con respecto al Factor IX; sin etanol)

0
HaC-OCH,CHa)-NH-C-0 v
n ‘ :|~OCH20H20H2-C—NH-(-CHgCHzo-)—CchHQCHchO
Hac{-OCHacHz);NH—c-o 4

mPEG-butiraldehido ramificado, 20 kDa

Se templé a temperatura ambiente mPEG-butiraldehido ramificado, 20 kDa, almacenado a -20 °C en atmodsfera de
argon. El mPEG-butiraldehido ramificado (10,9 mg) templado se disolvié en 1 ml de HCl 2 mM para formar una
solucion de mPEG-butiraldehido ramificado. Se afiadio la solucion de mPEG-butiraldehido ramificado a una alicuota
de la solucion patron de Factor I X que contiene 0,07 mg de Factor I X hasta que se alcanzé un exceso molar 10
veces superior de mPEG-butiraldehido ramificado con respecto al Factor IX. Después de 30 minutos de mezcla, se
afadio un agente reductor, NaCNBHj3 (disuelto en 1 x PBS), en exceso en relacion al mPEG-butiraldehido ramificado
(comprobando y aj ustando el pH s if uera nec esario p ara ase gurar lar educcién al aam ina s ecundaria). A
continuacion se agité la solucioén toda la noche a 4 °C para asegurar el acoplamiento a través de un enlace amina.

Se utilizaron RP-HPLC (C3) y SDS PAGE para la caracterizacion de la solucion de conjugado resultante. Basandose
en los resultados de SDS PAGE, no se detectd conjugacion. Véase la banda marcada como " BYA 20 K 10:1 " en el
gel proporcionado en la Figura 4. Se utilizd6 RP-HPLC ( C3) para separar los componentes de la solucién de
conjugado r esultante y el cr omatograma r esultante no confirmé | a pr esencia de m aterial c onjugado. V éase e |
cromatograma proporcionado en la Figura 9.

Se espera que un aumento en los tiempos de reaccion, el aumento de la temperatura y/o las adiciones multiples de
reactivo polimérico podrian incrementar el rendimiento. Usando este mismo enfoque, se pueden preparar otros
conjugados utilizando mPEG-butiraldehido ramificado que tenga otro peso molecular promedio en peso.

Ejemplo comparativo: Ejemplo 13
PEGilacion de Factor IX con mPEG-butiraldehido ramificado, 20 kDa

(Proporcioén 20:1 de polimero con respecto al Factor IX; sin etanol)

0
HaCH-OCH,CHa)-NH-C-0 9
n : :|~OCH20H20H2-C—-NH-(-CchHzo-)-—CHZCchHchO
Hac{-OCHchz);NH—c-o 4

mPEG-butiraldehido ramificado, 20 kDa

Se templé a temperatura ambiente mPEG-butiraldehido ramificado, 20 kDa, almacenado a -20 °C en atmoésfera de
argon. El mPEG-butiraldehido ramificado (10,9 mg) templado se disolvié en 1 ml de HCl 2 mM para formar una
solucion de mPEG-butiraldehido ramificado. Se afiadio la solucion de mPEG-butiraldehido ramificado a una alicuota
de la solucion patréon de Factor | X que contiene 0,07 mg de Factor IX hasta que se alcanzd un exceso molar 20
veces superior de mPEG-butiraldehido ramificado con respecto al Factor IX. Después de 30 minutos de mezcla, se
afadio un agente reductor, NaCNBHj3 (disuelto en 1 x PBS), en exceso en relacion al mPEG-butiraldehido ramificado
(comprobando y aj ustando el pH s if uera nec esario p ara ase gurar lar educcién al aam ina s ecundaria). A
continuacion se agité la solucioén toda la noche a 4 °C para asegurar el acoplamiento a través de un enlace amina.

Se utilizaron RP-HPLC (C3) y SDS PAGE para la caracterizacion de la solucion de conjugado resultante. Basandose
en los resultados de SDS PAGE, no se detectd conjugacion. Véase la banda marcada como " BYA 20 K 20:1 " en el
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gel proporcionado en la Figura 4. Se utilizdé RP-HPLC ( C3) para separar los componentes de la solucion de
conjugado r esultante y el cr omatograma r esultante no ¢ onfirmé | a pr esencia de m aterial ¢ onjugado. V éase e |
cromatograma proporcionado en la Figura 10.

Se espera que un aumento en los tiempos de reaccion, el aumento de la temperatura y/o las adiciones multiples de
reactivo polimérico podrian incrementar el rendimiento. Usando este mismo enfoque, se pueden preparar otros
conjugados utilizando mPEG-butiraldehido ramificado que tenga otro peso molecular promedio en peso.

Ejemplo 14
PEGilacion de Factor IX con mPEG-SPA, 20 kDa

(Proporcién 53:1 de polimero con respecto al Factor 1X; sin etanol)
HaC-(OCHoCHp)-O-CHoCH,-C-O'N

0o
mPEG-SPA, 20 kDa

Se templé a temperatura ambiente mPEG-SPA, 20 kDa, almacenado a -20 °C en atmosfera de argén. EIl mPEG-SPA
(5,4 mg) templado se disolvié en 1 ml de HCI 2 mM para formar una solucién de mPEG-SPA. Se afiadio la solucion
de mMPEG-SPA a una alicuota de la solucién patréon de Factor IX que contiene 0,07 mg de F actor I X hasta que se
alcanzé un exceso molar 53 veces superior de mPEG-SPA con respecto al Factor IX. Después de la adicion del
mPEG-SPA, s e co mprob6 e | pH del areaccion para asegurarunva lordep Hde 7,2a7, 5. P araper mitirel
acoplamiento del mPEG-SPA al Factor I1X a través de un enlace amida, la solucién de reaccion se agitoé durante dos
horas a temperatura ambiente. Se permitié que continuara el acoplamiento mediante la agitaciéon de la solucion de
reaccion toda la noche a 4 °C, obteniéndose de esta manera una solucién de conjugado.

Se utilizaron RP-HPLC (Cs3) y una se gunda S DS P AGE par a | a ¢ aracterizacion d e | a s olucion de co njugado
resultante. Basandose en los resultados de SDS PAGE, se confirmé la conjugacién. Véase la banda marcada como
" SPA 20 K 53:1" en el gel proporcionado en la Figura 4. Se utiliz6 RP-HPLC (C5) para separar los componentes de
la so lucién de co njugado r esultante y el cromatograma r esultante i ndicdé unr endimiento de ¢ onjugacion de
aproximadamente un 60% (que comprende un 51,9% de especies monoPEGiladas o "1-mero" y un 18% de especies
diPEGiladas o "2-mero"). V éase el cr omatograma proporcionado en la Figura 11. Se cree, sin embargo, que el
rendimiento real puede ser algo inferior debido al exceso relativamente grande de reactivo polimérico.

Usando este mismo e nfoque, se p ueden preparar ot ros co njugados u tilizando m PEG-SPA que t enga otro p eso
molecular promedio en peso.

Ejemplo 15
PEGilacion de Factor IX con mPEG-SPA, 20 kDa

(Proporcion 110:1 de polimero con respecto al Factor IX; sin etanol)
H3C-(OCH2CH,),-0-CHoCH,-C-O'N

0]
mPEG-SPA, 20 kDa

Se templé a temperatura ambiente mPEG-SPA, 20 kDa, almacenado a -20 °C en atmésfera de argén. EIl mPEG-SPA
(5,4 mg) templado se disolvié en 1 ml de HCI 2 mM para formar una solucién de mPEG-SPA. Se afiadi6 la solucion
de mPEG-SPA a una alicuota de la solucion patron de Factor IX que contiene 0,07 mg de F actor IX hasta que se
alcanzé un exceso molar 110 veces superior de m PEG-SPA con respecto al Factor | X. Después de |a adicién del
mMPEG-SPA, s e co mprob6 el pH del areaccién para asegurarunva lordep Hde 7,2a7, 5. P ara per mitir el
acoplamiento del mMPEG-SPA al Factor X a través de un enlace amida, la solucién de reaccion se agitdé durante dos
horas a temperatura ambiente. Se permitié que continuara el acoplamiento mediante la agitaciéon de la solucion de
reaccion toda la noche a 4 °C, obteniéndose de esta manera una solucion de conjugado.
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Se utilizaron RP-HPLC (C 3) y una se gunda S DS P AGE par a | a ¢ aracterizacion d e | a s olucion de co njugado
resultante. Basandose en los resultados de SDS PAGE, se confirmé la conjugacién. Véase la banda marcada como
"SPA 20 K110:1 " en el gel proporcionado en |la Figura 4. Se utilizd6 RP-HPLC (C3) para separar los componentes
de la solucién de conjugado resultante y el cromatograma resultante indicé un rendimiento de conjugacién de
aproximadamente un 44% (representa aproximadamente el 100% de especies monoPEGiladas o "1-mero"). Véase
el cromatograma proporcionado en la Figura 12. Se cree, sin embargo, que el rendimiento real pue de ser algo
inferior debido al exceso relativamente grande de reactivo polimérico.

Usando este mismo e nfoque, se p ueden preparar ot ros co njugados u tilizando m PEG-SPA que t enga otro p eso
molecular promedio en peso.

Ejemplo comparativo: Ejemplo 16
PEGilacion de Factor IX con mPEG-butiraldehido ramificado, 20 kDa

(Proporcién 20:1 de polimero con respecto al Factor 1X; con etanol)

0
Hac{—OCHQCHa)—NH-E‘:—o} 0
n

OCHECHchr&—NH-(-CHchzo)—CHchacHZCHo
i 4
Hac{-OCHacﬁz);‘NH—c-o

mPEG-butiraldehido ramificado, 20 kDa

Dado que se cree que el etanol aumenta la flexibilidad estructural de ciertas proteinas, se introdujo etanol en el
tampodn y e | si stema de r eaccion. S e t empld at emperatura am biente mPEG-butiraldehido r amificado, 2 0 kD a,
almacenado a -20 °C en atmodsfera de argén. EI mPEG-butiraldehido ramificado (10,9 mg) templado se disolvié en 1
ml de HCI 2 mM con etanol afiadido para formar una solucién de mPEG-butiraldehido ramificado que contiene etanol
al 10%. Se afiadi6 la solucién de mPEG-butiraldehido ramificado que contiene etanol al 10% a una alicuota de la
solucion patron de Factor IX que contiene 0,07 mg de Factor I X hasta que se alcanzd un exceso molar 20 veces
superior de mPEG-butiraldehido ramificado con respecto al Factor IX. Después de 30 minutos de mezcla, se afadio
un ag ente r eductor, NaCNBH3 (disueltoen 1 x P BS), e n e xceso en relacion al m PEG-butiraldehido r amificado
(comprobando y aj ustando el pH s if uera nec esario p ara ase gurar lar educcién al aam ina s ecundaria). A
continuacion se agité la solucién toda la noche a 4 °C para asegurar el acoplamiento a través de un enlace amina.

Se utilizaron RP-HPLC (C3) y SDS PAGE para la caracterizacion de la solucion de conjugado resultante. Basandose
en los resultados de SDS PAGE, no se detecté conjugacion. Véase la banda marcada como " BYA 20 K 20:1 +
EtOH" en el gel proporcionado en | a Figura 4. Los datos de RP-HPLC (C3) confirmaron |a ausencia de m aterial
conjugado detectable (resultados no mostrados). No se cree que la introduccion de etanol incremente la flexibilidad
estructural del Factor IX que permita un aumento de la conjugacién de mPEG-butiraldehido ramificado.

Se espera que un aumento en los tiempos de reaccion, el aumento de la temperatura y/o las adiciones multiples de

reactivo polimérico podrian incrementar el rendimiento. Usando este mismo enfoque, se pueden preparar otros
conjugados utilizando mPEG-butiraldehido ramificado que tenga otro peso molecular promedio en peso.

Ejemplo 17
PEGilacion de Factor IXa con mPEG-SBA

Se obt iene mPEG-butanoato de su ccinimidilo q ue t iene un p eso m oleculard e 10 000 daltons de N ektar
Therapeutics, (Huntsville, AL). La estructura basica del reactivo polimérico se proporciona a continuacion:

Q.
H3C-(OCH20H2],,-O-CHQCHQCHg-lcl‘,-O-N
0
Si se encuentra liofilizado, el Factor IXa se disuelve en tampén libre de aminas tal como fosfato para obtener un pH
final de 7,2-9. A continuacién se afiade a esta solucién un exceso molar de 1,5 a 10 veces superior de mMPEG-SBA.

La mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante varias horas.

La mezcla de reaccion se analiza mediante SDS-PAGE para determinar el grado de PEGilacion de la proteina.
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Ejemplo 18
PEGilacion de Factor IX con mPEG-PIP, 5 K

0
CH;0-(CH,CH,0),CH,CH,~C—N 0

0
CH30-(CH2CH20)nCHch2-5-N<:><2:

El re activo p olimérico a nterior, m ostrado t anto en | a forma de ce tona como en | a del co rrespondiente ce tal, se
prepara co mo se describe en el documento de P ublicacion de S olicitud d e P atente de | os Estados Unidos de
América N° 2005/0031576.

Para preparar el reactivo polimérico anterior, a una solucion de metoxi-polietilenglicol-propionato de su ccinimidilo
que tiene un peso molecular promedio en peso de 5000 daltons (1,0 g, 0,002 moles) en cloruro de metileno (20 ml),
se afiaden trietilamina (0,084 ml, 0,006 moles) e hidrocloruro de monohidrato de 4-piperidona (0,077 g, 0,005 moles).
La m ezcla de r eaccion se agita at emperatura am biente en at mosfera de n itrégeno dur anteunanoche y a
continuacion se purifica antes de la conjugacion. De forma alternativa, el reactivo polimérico se puede adquirir en
Nektar Therapeutics.

Para efectuar la conjugacion, a una solucion de Factor IX en tampoén acuoso se afiade un exceso molar 20 veces
superior de mPEG-PIP, 5 K. La solucién resultante se coloca en un agitador orbital Roto Mix™ (Thermolyne Corp.,
Dubuque, IA) ajustado a la velocidad lenta para facilitar la reaccion a temperatura ambiente. Después de 15 minutos,
se afiade NaCNBH3; acuoso en una cantidad igual a un exceso molar 50 veces superior con relacion al Factor IX. Se
recogen alicuotas en intervalos de tiempo de la mezcla de reaccién y se analizan mediante SDS-PAGE (utilizando
geles disponibles en Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA).

Los analisis por SDS-PAGE indican la presencia de derivados de PEG del Factor IX que tienen 1, 2, y 3 restos de
PEG unidos.

Ejemplo 19

Conjugacion de Factor IX insertado con cisteina con mPEG-MAL, 20 K

Se insertan en el Factor IX uno o mas residuos de cisteina de acuerdo con el proceso descrito en el documento de
Patente WO 90/12874.

Antes de la conjugacion, s e realiza un intercambio de tampdn en el Factor | X p ara reemplazar la hi stidina con
HEPES.

Se templ6 a temperatura ambiente mPEG-MAL, 20 K, almacenado a -20 °C en atmdsfera de argon. El mPEG-MAL
(4,4 mg) templado se disuelve en 0,044 ml de tampon HEPES [HEPES 50 mM (u otro tampén adecuado) pH 7,0]
para preparar una solucion de mPEG-MAL al 10%. La solucién de mPEG-MAL se afiade rapidamente a 4 ml de
solucion de Factor IX [0,4324 mg/ml en 50 HEPES mM (u otro tampdén adecuado) pH 7,0] y se mezcla bien. Después
de 30 minutos de reaccién a temperatura ambiente, se transfiere el vial de reaccion a una camara fria (4 °C), y se
afaden otros 0,044 ml de solucién de mPEG-MAL a la mezcla de reaccion, seguido de la adicion de tres alicuotas
mas de 0,044 ml de solucién de mPEG-MAL en el transcurso de dos horas. Se determina el pH (pH 7,0 £ 0,2). La
proporcion molar de mMPEG-MAL con respecto a la proteina que es de 50:1. La concentracion final de mPEG-MAL es
de 5,213 mg/ml, y la concentracién final de Factor IX es de 0,410 mg/ml. Se deja transcurrir la reaccién toda la noche
a 4 °C en Rotomix (velocidad lenta, Thermolyne).

La mezcla de conjugado se purificd utilizando cromatografia por filtracion en gel. Se desarrolla un método de

cromatografia de e xclusion por tamarfio para analizar las mezclas de reaccion, y los productos finales. También se
usa el andlisis mediante SDS-PAGE para la caracterizacion de las muestras.

Ejemplo 20
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Actividad in vitro de los conjugados de Factor IX con PEG ejemplares

Se determina la actividad biolégica de cada uno de los conjugados de Factor IX con PEG descritos en los Ejemplos
1,2, 3,9, 14y 15. Se determind en todos los conjugados de Factor IX con PEG ensayados que tuvieran algun grado
de actividad de Factor IX.

Listado de secuencias

10

SEC. ID. N° 1 (abreviatura de letra individual): Secuencia de aminoacidos del Factor IX humano

1 mgrvnmimae spgliticll gyllsaectv fldhenanki Ilnrpkrynsg kleefvggnl
61 erecmeekcs feearevfen terttefwkg yvdgdgcesn pclnggsckd dinsyecwcp
121 fgfegkncel dvtcnikngr ceqgfcknsad nkvvcscteg yrlaengksc epavpfpcgr
181 vsvsqgtsklt raeavfpdvd yvnsteaeti ldnitgstqgs £fndftrvvgg edakpggfpw
241 qgvvlngkvda fcggsivnek wivtaahcve tgvkitvvag ehnieeteht eqgkrnvirii
301 phhnynaain kynhdialle 1ldeplvlnsy vtpiciadke vytniflkfgs gyvsgwgrvE
361 hkgrsalvlg ylrvplvdra tclrstkfti ynnmfcagfh eggrdscqggd sggphvteve
421 gtsfltgiis wgeecamkgk ygiytkvsry vnwikektkl t
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REIVINDICACIONES

1. Un conjugado que comprende un r esto de Factor | X unido covalentemente a t ravés de un en lace amida, bien
directamente o bien a través de un resto espaciador que comprende uno o mas atomos, a un po limero soluble en
agua, en el que el peso molecular promedio en peso del polimero soluble en agua esta en el intervalo de 6000
daltons a 100000 daltons, en el que el conjugado no incluye mas de 6 polimeros solubles en agua unidos
covalentemente al resto de Factor IX y en el que el polimero soluble en agua que es polietilenglicol.

2. Un conjugado q ue co mprende un resto de F actor | X uni do co valentemente m ediante u n e nlace am ida, bien
directamente o bien a t ravés de un resto espaciador que comprende uno o mas atomos, a un polimero no lineal
soluble en agua en el que dicho polimero soluble en agua es polietilenglicol.

3. Elconjugadodel ar eivindicacion 16 del ar eivindicacién 2, enel qu e el poli(etilenglicol) esta pr otegido
terminalmente con un resto de proteccion terminal seleccionado del grupo que co nsiste en hidroxi, al coxi, al coxi
sustituido, alquenoxi, alquenoxi sustituido, alquinoxi, alquinoxi sustituido, ariloxi y ariloxi sustituido.

4. El co njugado del ar eivindicacion 16 del ar eivindicacién 2, enel qu e el poli(etilenglicol) esta pr otegido
terminalmente con metoxi.

5. El conjugado de la reivindicacion 1 6 de la reivindicacién 2, en el que el poli(etilenglicol) tiene un peso molecular
promedio en peso en el intervalo de 10000 daltons a 85000 daltons.

6. El conjugado de |a reivindicacion 5, en el que el poli(etilenglicol) tiene un peso molecular promedio en peso en el
intervalo de 20000 daltons a 85000 daltons.

7. El conjugado de la reivindicacion 1, en el que cada polimero soluble en agua es lineal.

8. El conjugado de la reivindicacién 1, en el que cada polimero soluble en agua es ramificado.

9. El conjugado de la reivindicacién 1 6 de la reivindicacion 2, en el que el resto de Factor IX es Factor IX.
10. El conjugado de la reivindicacion 9, en el que el resto de Factor IX es Factor IXa.

11. El conjugado d e | a reivindicacion 1 6 de lareivindicaciéon 2, en el que e Iresto de F actor | X esta derivado
recombinantemente.

12. El conjugado de la reivindicacién 1 6 de la reivindicacion 2, en el que el resto de Factor IX es derivado de la
sangre.

13. El conjugado de la reivindicacion 1 6 de la reivindicacién 2, en el que no mas de tres polimeros solubles en agua
estan unidos al resto de Factor IX.

14. Una composicion que comprende una pluralidad de conjugados, en la que al menos el 80% de cadaunod e
todos los conjugados de la composicion esta compuesto por un resto de Factor IX unido covalentemente a uno, dos,
tres o cuatro polimeros solubles en agua, cada polimero soluble en agua en el conjugado tiene un peso molecular
promedio en peso en el intervalo de 6000 daltons a 90000 daltons, el resto de Factor | X esta unido al polimero
soluble en agua a través de un enlace amida directamente o a través de un resto espaciador compuesto de uno o
mas atomos yenl aque di cho polimero soluble enagu a se selecciona entre un poli(6xido de alquileno),
poli(vinilpirrolidona), pol i(alcohol  vinilico), p olioxazolina, p  oli(poliol o  xietilado), alcohol poliolefinico,
poli(hidroxialquilmetacrilamida, pol i(hidroxialquilmetacrilato), polisacaridos, pol i(a-hidroxiacido), pol ifosfazeno,
polioxazolina, y poli(acriloilmorfolina).

15. Una composicidon que comprende una pluralidad de conjugados, en la que al menos el 85% de cadaunod e
todos los conjugados de la composicion tiene de uno a tres polimeros solubles en agua unidos covalentemente a un
resto de Factor | X; en la que cada polimero soluble e n agua tiene un peso molecular promedio en peso en el
intervalo de 6000 daltons a 90000 daltons, y en la que, para cada conjugado, el resto de Factor IX esta unido a de
uno a tres polimeros solubles en agua a través de un enlace amida directamente o a través de un resto espaciador
compuesto de uno o mas atomos y en la que el polimero soluble en agua se selecciona del grupo poli(6xido de
alquileno), p oli(vinilpirrolidona), pol i(alcohol vi nilico), p olioxazolina, po li(poliol o xietilado), alcohol pol iolefinico,
poli(hidroxialquilmetacrilamida), poli(hidroxialquilmetacrilato), polisacaridos, poli(a-hidroxiacido), polifosfazeno,
polioxazolina, y poli(acriloilmorfolina).

16. Una composicion que comprende una pluralidad de conjugados del resto de Factor IX monoPEGilado, en la que
al menos el 85% de todos los conjugados en la composicién son conjugados del resto de Factor IX monoPEGilado, y
en la que cada PEG en el conjugado del resto de Factor I X monoPEGilado tiene un peso molecular promedio en
peso en el intervalo de 6000 daltons a 1000000 daltons y el resto de Factor IX esta unido al PEG através de un
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enlace amida, directamente o a través de un resto espaciador compuesto de uno o mas atomos.

17. La composicion d e la reivindicacion 14 6 15, enla que el polimero soluble e n agua en cada conjugado se
selecciona d el gr upo que c onsiste en un pol i(6xido de al quileno), p oli(vinilpirrolidona), p oli(alcohol vi nilico),
polioxazolina, y poli(acriloilmorfolina).

18. La composicion de la reivindicacion 17, en la que cada polimero soluble en agua es un poli(6xido de alquileno).
19. La composicion de la reivindicacion 18, en la que cada poli(éxido de alquileno) es un poli(etilenglicol).

20. La composicion de la reivindicacion 19, en la que el poli(etilenglicol) esta protegido terminalmente con un resto
de proteccion terminal seleccionado del grupo que consiste en hidroxi, alcoxi, alcoxi sustituido, alquenoxi, alquenoxi
sustituido, alquinoxi, alquinoxi sustituido, ariloxi y ariloxi sustituido.

21. La composicion de la reivindicacion 19, en la que el poli(etilenglicol) esta protegido terminalmente con metoxi.

22. La co mposiciéon de | as reivindicaciones 14, 15 6 16, enla que el poli(etilenglicol) tiene un p eso m olecular
promedio en peso total en el intervalo de 10000 daltons a 85000 daltons.

23. La composicion de la reivindicacion 22, en la que el poli(etilenglicol) tiene un peso molecular promedio en peso
total en el intervalo de 20000 daltons a 85000 daltons.

24. La composicion de las reivindicaciones 14, 15 6 16, en la que el resto de Factor IX es Factor IX.

25. La composicion de la reivindicacion 24, en la que el resto de Factor IX es Factor |1Xa.

26. La composicion de la reivindicacion 19, en la que el resto de Factor IX esta derivado recombinantemente.
27. La composicion de la reivindicacién 19, en la que el resto de Factor IX es derivado de la sangre.

28. La composiciéon de las reivindicaciones 14 6 15, enla que no mas de tres polimeros solubles en agua estan
unidos al resto de Factor IX.

29. La composicion de la reivindicacion 19, en la que la composicion esta basicamente libre de albumina.

30. La composicion de la reivindicacion 19, en | a que la composicion esta basicamente libre de proteinas que no
tienen actividad de Factor IX.

31. La composicién de la reivindicacion 19, en la que la composicion esta basicamente libre de p olimeros solubles
en agua no unidos covalentemente.

32. La composicion de la reivindicacion 19, en forma liofilizada.
33. La composicioén de la reivindicacion 19, en la forma de un liquido.

34. Laco mposicidon d e | ar eivindicacion 19, que c omprende a dicionalmente u n excipiente f armacéuticamente
aceptable.

35. Un método para la elaboracion de un conjugado que comprende el contacto, en condiciones de conjugacion, de
un resto de Factor I X con un reactivo polimérico, en el que el conjugado comprende un resto de Factor | X unido
covalentemente a través de un enlace amida, directamente o a través de un resto espaciador compuesto de uno o
mas atomos, a un polimero soluble en agua con un peso molecular promedio en peso de 6000 a 100000 daltons, en
el que el conjugado no incluye mas de 6 polimeros solubles en agua unidos individualmente al resto de Factor IX y
en el que dicho polimero soluble en agua es poli(etilenglicol).

36. El método de la reivindicacion 35, en la que no se afiade alcohol adicional.

37. El método de la reivindicacion 35, en la que no se lleva a cabo una etapa de oxidacion.

38. La composicion de la reivindicacion 34 para su uso en un paciente que padece hemofilia B.

39. La composicion para su uso de acuerdo con la reivindicacion 38 para la administracion a un paciente dentro de
los dos dias anteriores a someterse a cirugia.
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