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DESCRIPCION

Métodos para determinar ingredientes activos en conjugados PEG-proteina pro-farmaco con reactivos que pueden
liberar PEG (despegilacion in vitro).

La invencion se refiere en general al desarrollo de sistemas de ensayo in vitro para forzar la liberacion de un
polimero soluble en agua, tal como polietilenglicol (PEG) y poli(acido sialico) (PSA, por sus siglas en inglés), de
proteinas modificadas con un polimero soluble en agua ligado de manera reversible. La invencion incluye métodos
para analizar la liberacion del polimero soluble en agua y medir la actividad recuperada de las proteinas. La
invencion incluye ademas métodos apropiados para el control de calidad de proteinas modificadas con polimeros
solubles en agua que se pueden liberar, incluyendo polimeros como PEG y PSA.

La ausencia o disfuncion de Factor VIII de la coagulacion sanguinea (FVIIl) esta asociada al trastorno hemorragico
hemofilia A. El tratamiento de eleccién para la gestion de la hemofilia A es el tratamiento de sustitucién con
concentrados de FVIII procedentes de plasma o recombinantes (rFVIII). Se acepta en general que los pacientes con
hemofilia A grave, es decir con niveles de FVIII por debajo de 1%, se tratan mejor mediante un tratamiento
profilactico con la intenciéon de mantener los niveles de FVIII por encima de 1% entre dosis. Teniendo en cuenta las
semividas promedio de los diversos productos de FVIII en la circulacién, esta concentracion de circulaciéon se puede
conseguir normalmente por administracion de FVIII dos a tres veces a la semana. Para aumentar la conveniencia del
tratamiento profilactico actual, el desarrollo de un producto de la préoxima generacién con propiedades
farmacodinamicas y farmacocinéticas mejoradas, al tiempo que se mantienen todas las demas caracteristicas del
producto, se prevé permitir la dosificacion sobre una base semanal.

Los farmacos de polipéptidos terapéuticos no solo se exponen a enzimas proteoliticas y anticuerpos de
neutralizacién, sino que también son propensos a la eliminaciéon de la circulacion mediante absorcion celular
mediada por receptor. Estos casos estan asociados a una reduccion en la semivida y tiempo de circulaciéon de las
proteinas aplicadas, que limita de ese modo su eficacia terapéutica. La modificacién de los farmacos de polipéptidos
con polimeros tales como PEG se ha demostrado que los protege de la degradacion enzimatica y la eliminacion en
una extension significativa, mejorando de ese modo sus perfiles farmacodinamico y farmacocinético. Ademas, la
PEGilacion puede conducir a inmunogenicidad disminuida, estabilidad fisica y térmica aumentada, solubilidad
aumentada, estabilidad liquida aumentada y aglutinacion reducida.

La PEGilacion se consigue normalmente por la union covalente de una o mas cadenas de PEG por monémero a un
farmaco de polipéptidos. El enlace estable de PEG a proteinas presenta la desventaja de disminuir la funcion
biolégica de la proteina de una manera irreversible. Esto se puede evitar por modificacion de las proteinas con un
PEG ligado de manera reversible, que presenta el potencial para disociarse de la proteina con el tiempo. Este tipo
de PEG que se puede liberar deberia permitir la liberacién de la proteina natural, acompafiado por una recuperacion
completa de la actividad de la proteina natural. La patente de EE.UU. A-2008/234193 describe conjugados de Factor
von Willebrand-polimero y conjugados de Factor VllI-polimero, teniendo cada uno un enlace que se puede liberar. F.
Bedu-Addo et al., AAPS PharmaSci 2.002, 4 (4), paginas 1-3, describen el desarrollo de la preformulacion de
Estafilocinasa SY161 pegilada recombinante usando métodos de disefio estadisticos para comprender los efectos
de resistencia al tampon, concentracion de NaCl y pH sobre la conformacion y estabilidad de la proteina. La patente
de EE.UU. A-2006/160948 describe una construccion proteinica (también denominada como polimero-VWF-
conjugado) que comprende factor von Willebrand (VWF) plasmatico y/o recombinante, estando dicho VWF unido a al
menos una molécula polimérica fisiolégicamente aceptable, asi como a un complejo entre dicha construccion
proteinica y al menos una proteina de factor VIII (FVIII). La molécula polimérica fisiolégicamente aceptable puede
ser, por ejemplo, polietilenglicol (PEG) o poli(acido sialico) (PSA). Y. Shechter et al., Europeun Journal of
Pharmaceutics and Biopharmaceutics 2.008, 70, 19-28, describen la pegilacion reversible de insulina que facilita su
accion prolongada in vivo. M. Nesher et al., Bioconjugate Chem. 2.008, 19, 342-348, describen que la pegilacion
reversible prolonga el efecto hipotensor de péptido natriurético atrial. H. Tsubery et al., Journal of Biological
Chemistry 2.004, 279, 38.118-38.124, describen la prolongacion de la accién de farmacos de proteina y péptido por
una propuesta de modificacion de polietilenglicol reversible. La patente internacional WO-A-2007/025988 describe
una composicion farmacéutica que comprende una hormona del crecimiento pegilada, en la que dicha hormona del
crecimiento pegilada comprende hormona del crecimiento y un PEG, en la que dicha hormona del crecimiento y
dicho PEG estan unidos por un enlace oxima y opcionalmente por un ligador, teniendo dicha formulacién un pH de 7
o inferior.

La invencion se aplica a una o mas necesidades en la técnica relativas al desarrollo de sistemas de ensayo in vitro
para forzar la liberacion de un polimero soluble en agua, tal como polietilenglicol (PEG) y poli(acido sialico) (PSA),
de proteinas modificadas con un polimero soluble en agua ligado de manera reversible. La invencién incluye
métodos para analizar la liberacion del polimero soluble en agua y medir la actividad recuperada de las proteinas. La
invencion ademas incluye métodos apropiados para el control de calidad de proteinas modificadas con polimeros
solubles en agua que se pueden liberar.

En una realizacion, la invencion incluye métodos para liberar un polimero soluble en agua ligado de manera
reversible de una proteina modificada mediante el polimero soluble en agua. En otra realizacion, la invencion incluye
métodos para aumentar la actividad de una proteina modificada mediante un polimero soluble en agua ligado de
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manera reversible. Ambos métodos comprenden la etapa de incubar la proteina en una o mas condiciones eficaces
para liberar el polimero soluble en agua. Asi, la invencién incluye una combinaciéon de condiciones eficaces para
liberar el polimero soluble en agua. En particular, la presente invencion como se definié en las reivindicaciones
adjuntas se refiere a un método in vitro de liberacion de un polimero soluble en agua ligado de manera reversible de
una proteina modificada mediante el polimero soluble en agua o aumento de la actividad de una proteina modificada
con un polimero soluble en agua ligado de manera reversible que comprende la etapa de incubar la proteina en
condiciones eficaces para liberar el polimero soluble en agua, en el que las condiciones eficaces para liberar el
polimero soluble en agua comprenden aumentar la concentracion de amina libre de un tampén que comprende la
proteina por adicién de lisina libre, histidina o una combinacién de las mismas al tampdn en una concentracion eficaz
para liberar el polimero soluble en agua. En una realizacion preferida de la presente invencion, las condiciones
comprenden ademas aumentar el pH del tampdn que comprende la proteina, aumentar la temperatura del tampén
que comprende la proteina o prolongar el periodo de tiempo de la etapa de incubacion. Segun una realizacion
preferida en particular, el pH del tampdn se aumenta a aproximadamente pH 8,1. Segun una realizacion preferida en
particular mas, el pH del tampdén se aumenta a aproximadamente pH 9,8, Segun otra realizacion preferida en
particular, la temperatura del tampén se aumenta de aproximadamente 4°C a aproximadamente 37°C. En otra
realizacion preferida en particular, el periodo de tiempo para incubacion se prolonga a aproximadamente 168 horas.
En otra realizacion preferida en particular, el periodo de tiempo para incubacién se prolonga a aproximadamente 48
horas. En una realizacién preferida mas de la presente invencion, la proteina es factor VIII (FVIII). En otra realizacion
preferida, la proteina es Factor von Willebrand (VWF). Preferiblemente, el polimero soluble en agua esta ligado de
manera reversible a la proteina con 9H-(f)luoren-9-il(m)et(o)xi(c)arbonilo, dibenzofulveno o un derivado de los
mismos. En este contexto, se prefiere en particular que el polimero soluble en agua esté ligado con 9H-(f)luoren-9-
il(m)et(o)xi(c)arbonilo o un derivado del mismo. En una realizacion preferida mas de la presente invencion, el
polimero soluble en agua es polietilenglicol. En otra realizacion preferida, el polimero soluble en agua es poli(acido
sialico).

Segun la presente invencion, la condicién eficaz para liberar polimero soluble en agua ligado de manera reversible
de una proteina modificada mediante el polimero (es decir, polietilenglicol) comprende aumentar la concentracion de
amina libre del tampdn que comprende el conjugado de polimero-proteina. En un aspecto, la concentracion de
amina libre aumentada del tampon es el resultado de un aumento en la concentracion de lisina. En otro aspecto, la
concentracion de amina libre aumentada del tampdn es el resultado de un aumento en la concentracion de histidina.
En un aspecto mas, la concentracion de amina libre aumentada del tampoén es el resultado de un aumento en una
combinacion de lisina e histidina. En un aspecto mas, la condicion eficaz para liberar el polimero soluble en agua
comprende adicionalmente aumentar el pH de un tampén que comprende la proteina de aproximadamente pH 6 a
aproximadamente pH 10. En otro aspecto, la condicion comprende aumentar el pH del tampoén de aproximadamente
pH 6,1 a aproximadamente pH 9,8, En un aspecto mas, la condicién comprende aumentar el pH del tampén de
aproximadamente pH 7,3 a aproximadamente pH 9,8. En otro aspecto mas, la condicién comprende aumentar el pH
del tampdn de aproximadamente pH 6,5 a aproximadamente pH 8,1.

En un aspecto mas, la condicion eficaz para liberar polimero soluble en agua ligado de manera reversible de una
proteina modificada mediante el polimero (es decir, polietilenglicol) comprende adicionalmente aumentar la
temperatura del tampon que comprende el conjugado de polimero-proteina de aproximadamente temperatura
ambiente a aproximadamente 37°C. En un aspecto mas, la condicion eficaz para liberar el polimero soluble en agua
ligado de manera reversible de la proteina comprende adicionalmente aumentar la temperatura del tampon de
aproximadamente 4°C a aproximadamente 37°C.

En otro aspecto mas, la condicion eficaz para liberar polimero soluble en agua ligado de manera reversible, tal como
polietilenglicol, comprende adicionalmente prolongar el periodo de tiempo para incubar el conjugado de polimero-
proteina de aproximadamente 5 minutos a aproximadamente 168 horas. En diversos aspectos, el periodo de tiempo
de incubacién se extiende de minutos a horas a dias a incluso una semana o mas. En otro aspecto, el periodo de
tiempo de incubacion oscila de aproximadamente 5 minutos a aproximadamente 48 horas.

En otra realizacion (no parte de la invencidn), se proporcionan métodos para ensayar el control de calidad de
proteinas modificadas con polimero soluble en agua que se puede liberar ligado de manera reversible, que
comprenden las etapas de incubar las proteinas de aproximadamente 0 horas a aproximadamente 6 horas a 37°C
en un tampon de aproximadamente pH 7,3 que comprende aproximadamente histidina 100 mM vy lisina
aproximadamente 100 mM y analizar la actividad de las proteinas en las primeras 6 horas. Estos métodos, por
ejemplo, proporcionan un medio para demostrar consistencia o estabilidad lote a lote en el almacenaje.

En otra realizaciéon mas (no parte de la invencion), se proporcionan métodos para vigilar un aumento o recuperar la
actividad de una proteina modificada mediante polimero soluble en agua ligado de manera reversible. Dichos
métodos comprenden medir la actividad de las proteinas antes y después de eliminar polimero soluble en agua
ligado de manera reversible de la proteina.

En otra realizacién mas (no parte de la invencion), se proporcionan métodos para medir la cinética de liberacion de
polimero de una proteina modificada mediante un polimero soluble en agua ligado de manera reversible. Dichos
métodos comprenden medir simultaneamente durante un periodo de tiempo en una mezcla de reaccién una cantidad
de polimero soluble en agua libre y una cantidad de polimero soluble en agua ligado de manera reversible
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conjugado a una proteina, en los que la cinética se determina a partir de un cambio en la cantidad de polimero
soluble en agua libre y un cambio en la cantidad del polimero conjugado a la proteina. En un aspecto, la medicion se
basa en un espectro de emisién de fluorescencia y la medida simultanea se realiza usando fluorescencia en un pico
de emision de aproximadamente 350-355 nm para conjugados de polietilenglicol - 9H-(f)luoren-9-
il(m)et(o)xi(c)arbonilo y en un pico de emisién de aproximadamente 460-560 nm para polietilenglicol-dibenzofulveno.
En otro aspecto, la medicion se basa en cromatografia liquida de alta resolucion para polietilenglicol -9H-(f)luoren-9-
il(m)et(o)xi(c)arbonilo libre y polietilenglicol-dibenzofulveno. En un aspecto mas, la medicion se basa de manera
inmunoquimica en un ensayo inmunosorbente ligado a enzima para proteina conjugada a polimero, es decir,
proteina PEGilada y para proteina libre.

En diversos aspectos, el polimero soluble en agua incluye, pero no se limita a, poli(alquilenglicoles) tales como
polietilenglicol (PEG), poli(propilenglicol) ("PPG"), copolimeros de etilenglicol y propilenglicol y similares, polimeros
poli(poliol oxietilado), poli(alcohol olefinico), poli(vinilpirrolidona), poli(hidroxialquilmetacrilamida),
poli(hidroxialquilmetacrilato),  poli(sacaridos), poli(a-hidroxiacido),  poli(alcohol  vinilico), polifosfasfaceno,
polioxazolina, poli(N-acriloilmorfolina), poli(6xido de alquileno), poli(acido maleico), poli(DL-alanina), polisacaridos,
tales como carboximetilcelulosa, dextrano, acido hialurénico y quitina, poli(met)acrilatos, asi como poli(acido sialico)
(PSA), hidroxietilalmidén y combinaciones de cualquiera de lo anterior. En un aspecto, el polimero soluble en agua
es PEG. En otro aspecto, el polimero soluble en agua es poli(acido sialico) (PSA).

En diversos aspectos, la proteina es factor VIII (FVIIl) o Factor von Willebrand (VWF). En un aspecto mas de la
invencion, el polimero soluble en agua esta ligado a la proteina N-hidroxisuccinimida (NHS) o quimica a base de
aldehidos, variantes con una unién quimica diferente entre la cadena polimérica soluble en agua y sitio de
conjugacion y variantes que difieren en las longitudes. En un aspecto, el polimero soluble en agua esta ligado con
9H-(f)luoren-9-il(m)et(o)xi(c)arbonilo, dibenzofulveno o un derivado de los mismos.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencion llegaran a ser evidentes a partir de la siguiente descripcion detallada.
Se deberia entender, sin embargo, que la descripcion detallada y los ejemplos especificos, al tiempo que indican
realizaciones especificas de la invencién, se proporcionan como ilustracién sdélo, debido a que llegaran a ser
evidentes diversos cambios y modificaciones dentro del espiritu y alcance de la invencién para los expertos en la
materia de esta descripcion detallada.

Se proporciona una ilustracion mas de la invencién con referencia a los dibujos que se adjuntan, que se sefialan a
continuacion en la Figuras 1-11.

La Figura 1 muestra la influencia de la liberacion de PEG dependiente del pH sobre la estructura multimera de rVWF
PEGilado.

La Figura 2 muestra la influencia de la liberacion de PEG dependiente del pH y la amina sobre la estructura
multimera de rVWF PEGilado usando un anticuerpo anti-VWF.

La Figura 3 muestra la influencia de la liberacion de PEG dependiente del pH y la amina sobre la estructura
multimera de rVWF PEGilado usando un anticuerpo anti-VWF.

La Figura 4 muestra una comparacion del efecto estabilizador de rFVIIl in vivo de r'VWF natural y desPEGilado en un
modelo de ratén deficiente en FVIII x VWF.

La Figura 5 muestra una comparacion de aumento de actividad cromogénica de FVIII en la incubacion de PEG-rFVIII
en tampoén que contiene histidina y/o lisina a diferentes concentraciones.

La Figura 6 muestra una comparacion de aumento de actividad cromogénica de FVIII en la incubacion de PEG-rFVIII
a pH 9,8 o en un tampdn de pH neutro que contiene histidina y lisina.

La Figura 7 muestra la influencia de la liberacién de PEG dependiente del tampén a base de amina sobre la
actividad cromogénica de FVIIl y capacidad de union a VWF de PEG-rFVIII.

La Figura 8 muestra la reproducibilidad del ensayo de liberacién in vitro y su ensayo para controlar la consistencia
lote a lote.

La Figura 9 muestra el espectro de fluorescencia que ilustra la generacién de PEG-dibenzofulveno (460-560 nm) y la
correspondiente disminucion de la sefal de la fluorescencia de conjugado de PEG-FMOC (350-355 nm) en la
incubaciéon de PEG-rFVIll a pH = 8,5.

La Figura 10 muestra el espectro de fluorescencia que ilustra la ligera disminucion de la sefial de la fluorescencia de
conjugado de PEG-FMOC (350-355 nm) sin la formacion de fluorescencia de PEG-dibenzofulveno en la incubacion
de FVIII PEGilado que se puede liberar a pH = 8,5 en presencia de glutation reducido.

La Figura 11 muestra el espectro de fluorescencia que ilustra la estabilidad de la sefial de la fluorescencia de
conjugado de PEG-FMOC (350-355 nm) en la incubacién de FVIII PEGilado que se puede liberar a pH = 6,0.

4



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2433601 T3

La invencion se refiere al desarrollo de sistemas de ensayo in vitro para investigar la velocidad de recuperacion de la
actividad de una proteina relativa a la liberacion de un polimero soluble en agua, que esta unido de manera
covalente a la proteina por una unién reversible. El término "recuperacion de la actividad" de una proteina se refiere
a un aumento en la actividad de las proteinas incluyendo, pero no limitado a, dichas actividades como funcién
bioldgica, unién del receptor y actividad enzimatica después de que se libera el polimero soluble en agua. Este tipo
de madificacion del polimero soluble en agua de una proteina se consigue por la unién de un polimero soluble en
agua que se puede liberar, es decir reactivo PEG-FMOC-NHS, a restos de lisina expuestos de la proteina de interés.
El término "FMOC" representa 9H-(f)luoren-9-il(m)et(o)xi(c)arbonilo que describe el grupo protector en una cadena
peptidica o polipeptidica.

El término "proteina" se refiere a cualquier proteina, complejo proteinico o polipéptido, incluyendo proteinas
recombinantes, complejos proteinicos y polipéptidos compuestos de restos aminoacido ligados mediante enlaces
peptidicos. Las proteinas se obtienen por aislamiento de fuentes in vivo (es decir, que se encuentran en la
naturaleza), por métodos sintéticos o por tecnologia de ADN recombinante. Se sintetizan polipéptidos sintéticos, por
ejemplo, usando un sintetizador de polipéptidos automatizado. Se produce una proteina recombinante usada segun
la invencién por cualquier método conocido en la técnica como se describe en la presente memoria a continuacion.
En una realizacion, la proteina es una proteina fisioldgicamente activa, incluyendo una proteina terapéutica o un
derivado bioldgicamente activo de la misma. El término "proteina" se refiere tipicamente a grandes polipéptidos. El
término "péptido" se refiere tipicamente a polipéptidos cortos. Sin tener en cuenta la distincién, como se usa en la
presente memoria, polipéptido, proteina y péptido se usan de manera indistinta.

Un "fragmento" de un polipéptido se refiere a cualquier porcion del polipéptido menor que el producto de expresion
del polipéptido de longitud completa o proteina. Los fragmentos son, en un aspecto, andlogos de delecion del
polipéptido de longitud completa en los que uno o mas restos aminoacido han sido retirados del amino terminal y/o el
carboxi terminal del polipéptido de longitud completa. De acuerdo con esto, "fragmentos" son un subconjunto de
analogos de delecion descritos a continuacion.

Un "analogo" o "derivado" es un compuesto sustancialmente similar en estructura y que tiene la misma actividad
bioldgica, aunque en algunos casos en un grado diferente, que una molécula que se encuentra en la naturaleza. Por
ejemplo, un analogo de polipéptido se refiere a un polipéptido que comparte estructura sustancialmente similar y que
tiene la misma actividad biolégica que un polipéptido de referencia. Los analogos difieren en la composiciéon de sus
secuencias de aminoacidos comparado con el polipéptido que se encuentra en la naturaleza del que procede el
analogo, basado en una o mas mutaciones que implican (i) deleciéon de uno o mas restos aminoacido en uno o mas
extremos del polipéptido y/o una o mas regiones internas de la secuencia polipeptidica que se encuentra en la
naturaleza, (ii) inserciéon o adicion de uno o mas aminoacidos en uno o mas extremos (tipicamente un analogo de
"adicion") del polipéptido y/o una o mas regiones internas (tipicamente un analogo de "insercién") de la secuencia
polipeptidica que se encuentra en la naturaleza o (iii) sustitucion de uno o mas aminoacidos para otros aminoacidos
en la secuencia polipeptidica que se encuentra en la naturaleza.

En una realizacion, la invencioén incluye composiciones o composiciones farmacéuticas preparadas por mezcla de un
compuesto o conjugado de la invencion y un portador farmacéuticamente aceptable. El término "composicion
farmacéutica" se refiere a una composicion adecuada para uso farmacéutico en individuo animal, incluyendo seres
humanos y mamiferos. Una composicion farmacéutica comprende una cantidad farmacolégicamente eficaz de un
conjugado de polimero-polipéptido y también comprende un portador farmacéuticamente aceptable. Una
composicion farmacéutica incluye una composicion que comprende el ingrediente o ingredientes activos y el
ingrediente o ingredientes inertes que forman el portador farmacéuticamente aceptable, asi como cualquier producto
que resulte, directamente o indirectamente, de combinacion, complejacion o agregacion de dos o mas cualesquiera
de los ingredientes.

El término "portador farmacéuticamente aceptable" incluye cualquier y todos los disolventes clinicamente Utiles,
medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isotdnicos y retardantes de
absorcion, tampones y excipientes, tales como una disolucion salina tamponada con fosfato, disolucion acuosa al
5% de dextrosa y emulsiones, tales como una emulsidon de aceite/agua o agua/aceite y diversos tipos de agentes
humectantes y/o adyuvantes. Portadores y formulaciones farmacéuticos adecuados se describen en Remington's
Pharmaceutical Sciences, 192 Ed. (Mack Publishing Co., Easton, 1.995). Los portadores farmacéuticos utiles para la
composicion dependen del modo de administracion deseado del agente activo. Modos de administracion tipicos
incluyen, pero no se limitan a, inyeccion enteral (por ej. oral) o parenteral (por ej., subcutanea, intramuscular,
intravenosa o intraperitoneal o administracion tdpica, transdérmica o transmucosal). Una "sal farmacéuticamente
aceptable" es una sal que se puede formular en un compuesto o conjugado para uso farmacéutico incluyendo, por
€j., sales de metal (sodio, potasio, magnesio, calcio, etc.) y sales de amoniaco o aminas organicas.

El término "farmacéuticamente aceptable" o "farmacoldégicamente aceptable" significa un material que no es
indeseable de manera biolégica o de otro modo, es decir, el material se puede administrar a un individuo sin causar
ningun efecto bioldgico indeseable o interactuar de una manera perjudicial con cualquiera de los componentes de la
composicién en que esté contenido o cuando se administra usando vias conocidas en la técnica, como se describe a
continuacion.
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En una realizacion, la invencion incluye proteinas o polipéptidos modificados de manera quimica, que se han ligado
a un resto quimico que proporciona efectos ventajosos para la produccion, viabilidad de la proteina o del polipéptido.
Por ejemplo, la conjugacion no especifica o especifica del sitio (por €j., N-terminal) de polimeros a polipéptidos
solubles en agua es conocida en la técnica para mejorar la semivida reduciendo potencialmente la inmunogenicidad,
depuracion renal y/o mejorando la resistencia a las proteasas. En algunas realizaciones, los polipéptidos para uso en
la invencion comprenden polimeros solubles en agua ligados de manera reversible al péptido para aumentar la
semivida y/o estabilidad de la molécula. En diversos aspectos, los polimeros solubles en agua estan ligados al
péptido o polipéptido en cualquier sitio que pueda tener cabida para un polimero soluble en agua. En un aspecto, el
polimero soluble en agua esta ligado al N-terminal. En otro aspecto, el polimero soluble en agua esta ligado al C-
terminal.

El término "polimero soluble en agua" se refiere a moléculas poliméricas que son sustancialmente solubles en
disolucién acuosa o estan presentes en la forma de una suspension y no tienen impacto sustancialmente negativo
para los mamiferos con la administracion de una proteina conjugada a dicho polimero en una cantidad
farmacéuticamente eficaz y se pueden considerar como biocompatibles. En una realizacion, las moléculas
fisioldgicamente aceptables comprenden de aproximadamente 2 a aproximadamente 300 unidades de repeticion. En
diversos aspectos, los polimeros solubles en agua incluyen, pero no se limitan a, poli(alquilenglicoles) tales como
polietilenglicol (PEG), poli(propilenglicol) ("PPG"), copolimeros de etilenglicol y propilenglicol y similares, poli(poliol
oxietilado), poli(alcohol olefinico), poli(vinilpirrolidona), poli(hidroxialquilmetacrilamida), poli(hidroxialquilmetacrilato),
poli(sacaridos), poli(a-hidroxiacido), poli(alcohol vinilico), polifosfasfaceno, polioxazolina, poli(N-acriloilmorfolina),
polimeros de poli(6xido de alquileno), poli(acido maleico), poli(DL-alanina), polisacaridos, tal como
carboximetilcelulosa, dextrano, acido hialurénico y quitina, poli(met)acrilatos, asi como poli(acido sialico) (PSA),
hidroxietilalmidén y combinaciones de cualquiera de lo anterior.

En una realizacion, la invencion incluye el uso de polimeros solubles en agua que varian en tipo, conjugacion, union,
geometria y longitud. La molécula polimérica soluble en agua no se limita a una estructura particular y, en algunos
aspectos, es lineal, ramificada o multi-ramificada, dendritica o con uniones degradables. Por otra parte, la estructura
interna de la molécula polimérica, en otros aspectos mas, se organiza en cualquier nimero de diferentes patrones y
se selecciona del grupo que consiste en, sin limitacion, homopolimero, copolimero alternante, copolimero aleatorio,
copolimero de bloque, tripolimero alternante, tripolimero aleatorio y tripolimero de bloque.

En algunas realizaciones, los conjugados de polimero-proteina incluyen, pero no se limitan a conjugados de
polimero-proteina ligados por quimica a base de NHS (N-hidroxisuccinimida) o aldehidos, variantes con una union
quimica diferente entre la cadena polimérica soluble en agua y el sitio de conjugacion y variantes que difieren en las
longitudes.

En un aspecto, el polimero soluble en agua es poli(etilenglicol) (PEG). PEG, también conocido como poli(6xido de
etileno) (PEO) o polioxietileno (POE), es un tipo de poliéter. PEG, PEO o POE se refiere a un oligémero o polimero
de oxido de etileno. Los tres nombres son sinénimos de manera quimica, pero histéricamente PEG ha tendido a
referirse a oligébmeros y polimeros con una masa molecular por debajo de 20.000 g/mol, PEO a polimeros con una
masa molecular por encima de 20.000 g/mol y POE a un polimero de cualquier masa molecular. Sin embargo, en la
presente memoria, los términos se usan de manera indistinta.

Los PEG y los PEO incluyen moléculas con una distribucién de pesos moleculares, es decir, polidispersa. La
distribucion de tamarfios se puede caracterizar estadisticamente por su peso molecular medio ponderal (Mp) y su
peso molecular medio numérico (Mn), la proporcion de los cuales se denomina el indice de polidispersidad (Mp/Mn).
Mp y Mn se pueden medir por espectroscopia de masas. La mayoria de los conjugados PEG-proteina, en particular
los conjugados a PEG mayores que 1 KDa, presenta una serie de pesos moleculares debido a una naturaleza
polidispersa de la molécula de PEG precursora. Por ejemplo, en el caso de mPEG2K (Sunbright ME-020HS, NOF),
las masas moleculares reales se distribuyen por una serie de 1,5 ~ 3,0 KDa con un indice de polidispersidad de
1,036. Son excepciones proteinas conjugadas a reactivos a base de MS(PEG)n (N=4, 8, 12 6 24, por gj., PEO,,
PEO+,) (Pierce), que se preparan de manera especial como mezclas monodispersas con longitud de cadena discreta
y peso molecular definido.

En una realizacién, cuando el polimero soluble en agua es PEG, el peso molecular medio del PEG oscilara de
aproximadamente 3 a 200 kiloDalton ("kDa"), de aproximadamente 5 kDa a aproximadamente 120 kDa, de
aproximadamente 10 kDa a aproximadamente 100 kDa, de aproximadamente 20 kDa a aproximadamente 50 kDa,
de aproximadamente 10 kDa a aproximadamente 25 kDa, de aproximadamente 5 kDa a aproximadamente 50 kDa o
de aproximadamente 5 kDa a aproximadamente 10 kDa.

El término "PEG" significa que incluye cualquiera de las formas de PEG que se discuten en la presente memoria o
se han usado en la técnica para derivatizar una proteina. La invencion incluye varias longitudes de polimero PEG
lineal diferentes incluyendo pero no limitado a 1-100 unidades de repeticion (-CH2-CH2-O-) o conjugados de
polimeros PEG ramificados de dos brazos. En algunos aspectos, las longitudes de polimero PEG incluyen 10-2.000
unidades de repeticion (-CH2-CH2-O-) o conjugados de polimeros PEG ramificados de dos brazos. Ademas se
incluye en la invencion PEG-(CH2CH;0), basado en NHS o aldehido que tiene de 12 a 50 unidades. En general,
para las reacciones de PEGilacién incluidas en la presente memoria, el peso molecular medio del resto PEG
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afiadido es aproximadamente 1 kDa a aproximadamente 50 kDa (indicando el término "aproximadamente" + 1 kDa).
En otros aspectos, el peso molecular medio del resto PEG puede ser tan grande como aproximadamente 60 kDa. En
algunos aspectos, el peso molecular medio es aproximadamente 0,5-5 kDa.

El término "PEGilado" se refiere a una proteina, complejo proteinico o polipéptido unido a uno o mas restos PEG. El
término "PEGilacién" como se usa en la presente memoria se refiere al procedimiento de uniéon de uno o mas PEG a
una proteina.

En otra realizacion, la invencion incluye conjugados de PEG-proteina seleccionados del grupo que consiste en
conjugados de PEG-proteina lineales que son NHS-conjugados y oscilan en longitud de -(CH2-CH2-O)n-, donde n =
1 a 100, conjugados de PEG-proteina lineales que son conjugados de aldehido y oscilan en longitud de -(CH2-CH2-
O)n-, donde n = 1 a 100, conjugados de PEG-proteina ramificados de dos brazos que son conjugados de NHS y
oscilan en longitud y conjugados de PEG-proteina ramificados de tres brazos que son conjugados de NHS. En otros
aspectos, n = 10 a 1.000. La invencion también incluye conjugados de PEG-proteina que contienen diferentes
uniones quimicas (-CO(CH:).- y -(CH2),- donde n = 1 a 5) entre su sitio de conjugacion y la cadena de PEG. La
invencion ademas incluye conjugados de PEG-proteina aniénicos, cargados para reducir la depuracion renal,
incluyendo pero no limitado a compuestos carboxilados, sulfatados y fosforilados (anionicos) (Caliceti, Adv. Drug
Deliv. Rev. 2.003 55 (10):1.261-77; Perlman, J. Clin. Endo. Metab. 2.003 88 (7): 3.227-35; Pitkin, Antimicrob. Ag.
Chemo. 1.986 29 (3): 440-44; Vehaskari, Kidney Intl. 1.982 22 127-135). En una realizacion mas, el péptido esta
opcionalmente conjugado a un resto incluyendo un bisfosfonato, carbohidratos, acidos grasos o aminoacidos
adicionales.

En una realizacion, la invencion proporciona proteinas modificadas, tales como factores sanguineos con un grado
bajo de polimero soluble en agua conjugado a la proteina. En diversos aspectos de la invencion, se genera una
forma poco PEGilada de la proteina usando un exceso molar disminuido de polimero soluble en agua a proteina en
la reaccion de conjugacion. Por ejemplo, los métodos tipicos para PEGilar una proteina usan un exceso de 61,8 M
de PEG a proteina de interés. En algunos aspectos, los métodos de PEGilacion de una proteina usan un exceso de
50-100 M de PEG a proteina. En diversos aspectos, se generan proteinas poco PEGiladas, como se describe en la
presente memoria, usando un exceso molar en la reaccién que es menor que el usado en técnicas clasicas.

Adicionalmente, se considera que la proteina poco PEGilada descrita en la presente memoria comprende al menos
aproximadamente uno y no mas que aproximadamente 10 restos de polimero soluble en agua por molécula de
factor sanguineo o por molécula de proteina de coagulacidon sanguinea. En una realizacion, la proteina modificada
comprende al menos aproximadamente 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 6 9 restos de polimero soluble en agua por molécula de
proteina. En otra realizacion, la proteina modificada comprende entre aproximadamente 4 y 8 restos de polimero
soluble en agua por molécula de proteina. En algunas realizaciones, la proteina modificada es un factor sanguineo.
En otros aspectos, la proteina modificada es una proteina de coagulaciéon sanguinea. En realizaciones relativas, la
invencion incluye, pero no se limita a, cualquier factor sanguineo, tal como Factor Il, Factor lll, Factor V, Factor VII,
Factor VIII, Factor IX, Factor X, Factor XI, Factor XIl, Factor von Willebrand y fibrinégeno. En un aspecto, la molécula
de factor sanguineo es Factor VIII. En otro aspecto, la molécula de factor sanguineo es VWF. En un aspecto mas
aun, la molécula de factor sanguineo es humana. En una realizacion, el factor sanguineo modificado o la molécula
de proteina de coagulacion sanguinea comprende al menos uno y menos de 20 restos PEG por molécula. En una
realizacion relacionada, el factor sanguineo modificado comprende al menos 4 y menos de 10 restos PEG por
molécula de factor sanguineo. En una realizacion mas, el factor sanguineo modificado comprende 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 6 20 restos de polimero soluble en agua por molécula de factor sanguineo.
En una realizacioén relacionada, la molécula de factor sanguineo modificada comprende entre 1y 20, entre 2y 10 o
entre 4 y 8 restos PEG por molécula de factor sanguineo. En un aspecto, 5 restos PEG estan unidos a VWF
recombinante. En otro aspecto, se unen 12 restos PEG a Factor VIII recombinante (rFVIII).

Para determinar si la semivida terapéutica in vivo de un péptido, polipéptido (proteina) se beneficiaria de la
PEGilacion, se sintetiza una variedad de diferentes conjugados de PEG-proteina, se caracterizan in vitro e in vivo
para la farmacocinética.

Los métodos para preparar la proteina PEGilada de la invencion comprenden en general las etapas de hacer
reaccionar la proteina de interés con PEG en condiciones segun lo cual PEG llega a estar unido de manera
reversible al N-terminal, al C-terminal o cualquier otro aminoacido de la proteina y obtener el producto o los
productos de reaccion. Debido a que PEGilar una proteina podria modificar significativamente la actividad intrinseca
de la proteina, se exploran diferentes tipos de PEG. La quimica que se puede usar para PEGilaciéon de proteina
incluye la acilacion de las aminas primarias de la proteina usando el éster de NHS de metoxi-PEG (O-[(N-
Succinimidiloxicarbonil)-metil]-O'-metilpolietilenglicol). La acilacion con metoxi-PEG-NHS o metoxi-PEG-SPA da
como resultado una uniéon amida que elimina la carga de la amina primaria original (también, Boc-PEG para C-
terminal). A diferencia de la sintesis de proteina ribosémica, la sintesis de péptidos sintéticos tiene lugar desde el C-
terminal al N-terminal. Por lo tanto, Boc-PEG es un método (es decir usando la sintesis de terc-(B)util (o)xi
(c)arbonilo (Boc, t-Boc)) para unir PEG al C-terminal del péptido (R. B. Merrifield (1.963). "Solid Phase Peptide
Synthesis. |. The Synthesis of a Tetrapeptide". J. Am. Chem. Soc. 85 (14): 2.149-2.154). Alternativamente, la
quimica de (F)luorenil-(m)et(o)xi-(c)arbonilo (FMOC) (Atherton, E.; Sheppard, R. C. (1.989). Solid Phase peptide
synthesis : a practical approach. Oxford, Inglaterra: IRL Press.) se usa debido a que no requiere el uso peligroso de
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acido hidrofluérico para retirar grupos protectores de cadenas laterales. Los métodos para generar péptidos que
comprenden un resto PEG son conocidos en la técnica. VVéase, por ejemplo, la Patente de EE.UU. 5.824.784.

El término "ligador" se refiere a un fragmento molecular que une el polimero soluble en agua a una molécula
bioldgicamente activa. El fragmento tiene tipicamente dos grupos funcionales que se pueden acoplar a o activar para
hacer reaccionar con otro ligador o directamente con el nucledfilo biolégicamente activo. Como un ejemplo, se usa
comunmente acido w-aminoalcanoico tal como lisina. La invencién incluye ligadores que se pueden liberar,
degradables o hidrolizables usados para la conjugacion del polimero soluble en agua al polipéptido.

En un aspecto, la invencion incluye PEG ligado de manera que se puede liberar a una proteina. Este tipo de
modificacion de PEG se consigue por la union de un reactivo de PEG-FMOC-NHS que se puede liberar a restos de
lisina expuestos de la proteina de interés. El conjugado formado se caracteriza por su capacidad para liberar PEG
por un mecanismo de eliminacién (. La velocidad de eliminacién B esta catalizada por bases (por €j., grupos amino)
y acelerada por un pH basico y temperatura aumentada. La liberacién de PEG se puede forzar por lo tanto in vitro
por altas concentraciones de aminas libres asi como por un pH y temperatura aumentados.

En otros diversos aspectos, la invencion incluye ligadores estables e hidrolizables que puedan facilitar la conjugacion
del polimero soluble en agua al polipéptido de interés. Ligadores estables incluyen, pero no se limitan a, uniones
amida, amina, éter, carbamato, tiourea, urea, tiocarbamato, tiocarbonato, tioéter, tioéster y ditiocarbamato, tales
como ®,m-aminoalcano, N-carboxialquilmaleimida o acidos aminoalcanoicos, éster de
maleimidobenzoilsulfosuccinimida, glutaraldehido o anhidrido succinico, oxalato de N-carboximetilmaleimida N,N'-
disuccinimidilo y oxalato de 1,1'-bis[6-(trifluorometi)benzo-triazolilo]. En otros aspectos, el polimero soluble en agua
esta conjugado al polipéptido usando ligadores hidrolizables. Un ligador hidrolizable une un polimero soluble en
agua a un polipéptido mediante un enlace hidrolizable o degradable, que es un enlace relativamente débil que
reacciona con agua (es decir, se hidroliza) en condiciones fisiologicas. La tendencia de un enlace a hidrolizarse en
agua dependera no solo del tipo de unidén general conectando dos atomos centrales sino también en los
sustituyentes unidos a estos atomos centrales. En aspectos particulares, se usan sistemas ligadores hidrolizables.
En otros aspectos se pueden escindir otros sistemas degradables o que se pueden liberar en condiciones
especiales, por €j., por catdlisis basica. Los métodos para preparar polimeros solubles en agua que comprenden
ligadores hidrolizables, degradables o que se pueden liberar y métodos para preparar conjugados que comprenden
polimeros solubles en agua hidrolizables cuando comprenden estos ligadores se describen en la Patente de EE.UU.
7.259.224 (Nektar Therapeutics) y la Patente de EE.UU. 7.267.941 (Nektar Therapeutics and National Institutes of
Health), la Patente de EE.UU. 6.515.100 (Shearwater Corporation), la patente internacional WO 2006/138572
(Nektar Therapeutics), la Patente de EE.UU. 2008/0234193 (Nektar Therapeutics and Baxter Healthcare), la patente
internacional WO 2004/089280 (Yeda Research and Development Co. LTD), la Patente de EE.UU. 7.122.189
(Enzon Inc.) y sistemas ligadores se describen ademas por Greenwald et al. (J. Med. Chem. 42: 3.657-3.667, 1.999).
Por ejemplo, se puede preparar un PEG con uniones éster en la cadena principal polimérica que se someten a
hidrdlisis. Esta hidrdlisis da como resultado escision del polimero en fragmentos de peso molecular inferior. Las
uniones hidroliticamente inestables o débiles apropiadas incluyen, pero no se limitan a, éster carboxilato, éster
fosfato, anhidridos, acetales, cetales, aciloxialquil éter, iminas, ortoésteres, péptidos y oligonucledtidos, tioésteres,
tiolésteres y carbonatos. Las uniones hidroliticamente degradables que pueden estar contenidas en la cadena
principal polimérica incluyen uniones carbamato, carbonato, sulfato y aciloxialquil éter; uniones imina, que resultan,
por ejemplo, de reaccidon de una amina y un aldehido (véase, por ej. Ouchi et al., Polymer Preprints, 38 (1): 582-3
(1.997)); uniones carbamato, éster fosfato, hidrazona, acetal, cetal u ortoéster, incluyendo ligadores acetona-bis-(N-
maleimidoetil)cetal (MK, por sus siglas en inglés). Otros sistemas degradables y que se pueden liberar incluidos en
la invencion se basan en la quimica de FMOC o son sistemas ligadores que se pueden liberar que estan basados en
derivados de Bicin. En otros aspectos, otros sistemas que se pueden liberar emplean reacciones de eliminacién de
1,4- o 1,6-bencilo. En algunos aspectos, los métodos de la invenciéon proporcionan una mezcla sustancialmente
homogénea de conjugado de polimero-: proteina. "Sustancialmente homogénea" como se usa en la presente
memoria significa que so6lo se observan moléculas de conjugado de polimero-proteina. El conjugado de polimero-
proteina presenta actividad biologica y las preparaciones de proteinas PEGiladas "sustancialmente homogéneas"
son aquéllas que son suficientemente homogéneas para mostrar las ventajas de una preparacion homogénea, por
€j., facilidad de aplicacion clinica en la capacidad para predecir la farmacocinética lote a lote.

El conjugado formado se caracteriza por su capacidad para liberar PEG por un mecanismo de eliminaciéon (. La
velocidad de eliminacién 3 esta catalizada por bases (por ej., grupos amino) y acelerada por un pH basico y
temperatura aumentada. La liberacién de PEG puede ser forzada por lo tanto in vitro por altas concentraciones de
aminas libres asi como por un pH y temperatura aumentados.

La presente descripcion describe diferentes estrategias para forzar la liberacion in vitro de PEG de proteinas
modificadas por PEG ligados de manera reversible, asi como el desarrollo de sistemas de ensayo in vitro apropiados
para vigilar la desPEGilacion. Por ejemplo, se usan conjugados de proteina, Factor von Willebrand recombinante
PEGilado (rVWF) y factor VIII recombinante (rFVIII).

En diversas realizaciones, se usa rVWF PEGilado o rFVIII PEGilado en los métodos de la invencion. Se usé rVWF
PEGilado y RFVIII PEGilado en el tratamiento de diversos trastornos de la coagulacién sanguinea o trastornos
hemorragicos. El término "trastorno de la coagulacion sanguinea" o "trastorno hemorragico" se refiere a cualquiera
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de las diversas deficiencias heredadas o desarrolladas en factores de la coagulacién sanguinea que conducen a la
incapacidad de la sangre para formar coagulos con eficacia y posterior sangrado anormal en un individuo. Los
trastornos de la coagulacidon sanguinea incluyen, pero no se limitan a, hemofilia A, hemofilia B, sindrome de von
Willebrand, deficiencia de Factor X, deficiencia de Factor VIl, enfermedad de Alexander, sindrome de Rosenthal
(deficiencia de Factor XI o hemofilia C) y deficiencia de Factor XIlll. Tratamiento de un trastorno de la coagulacion
sanguinea se refiere a tratamiento profilactico o tratamiento terapéutico.

Ademas, una deficiencia de VWF puede causar una hemofilia A fenotipica debido a que VWF es un componente
esencial de FVIII funcional. Ademas, los pacientes que padecen la enfermedad de von Willebrand (VWD, por sus
siglas en inglés) o el sindrome de VWF presentan con frecuencia una deficiencia de FVIIl. En estos pacientes, la
actividad reducida de FVIII no es la consecuencia de un defecto del gen cromosémico X, sino una consecuencia
indirecta del cambio cuantitativo y cualitativo de VWF en el plasma. La diferenciacion entre hemofilia A y VWD se
puede efectuar normalmente midiendo el antigeno de VWF o determinando la actividad del cofactor de la ristocetina.
La actividad del cofactor de la ristocetina se mide por adicion de la ristocetina y un sustrato plaquetario al plasma del
paciente. La ristocetina mejora la unién de VWF al receptor plaquetario de la glicoproteina Ib, que da como resultado
aglutinacion. EI VWF del paciente soportara la aglutinacion plaquetaria inducida por la ristocetina cuando se mide
por un cambio en la transmisién de la luz. Por lo tanto, esta es una medicién in vitro de la actividad funcional del
VWF del paciente y es el ensayo mas sensible para diagnosticar VWD. Tanto el contenido en antigeno del VWF
como la actividad del cofactor de la ristocetina estan disminuidos en la mayoria de los pacientes de VWD, mientras
que son normales en pacientes de hemofilia A. La invencion discute métodos que implican VWF y FVIII PEGilados
de manera reversible pero incluye, sin embargo, todas las demas proteinas que pueden estar unidas de manera
covalente a PEG por una union reversible. En diversos aspectos, la invencién incluia métodos de liberacién de PEG
de otras proteinas del factor de coagulacion sanguinea incluyendo, pero no limitado a, Factor Il (trombina), Factor I,
Factor V, Factor VIl (proconvertina), Factor Vlla, Factor VI, Factor IX (FIX, Factor Christmas), Factor XI y subunidad
Ay subunidad B del Factor XIII.

La liberacién de PEG de proteinas se determina midiendo un aumento en PEG libre, recuperacién de actividad de
las proteinas, y, en el caso de rVWF, por ejemplo, también, por la recuperacién in vivo de sus parametros
farmacocinéticos. La vigilancia de las posibilidades de distintas especies de PEG sin el requerimiento de separacion
se proporciona basandose en las propiedades espectrales de la estructura de anillos condensados de los
cromoforos fluoreno sustituido (como esta presente en el conjugado de PEG) y dibenzofulveno (PEG libre), que
tienen diferentes espectros de emision de absorcion ultravioleta y de fluorescencia.

Una realizacion de la presente descripcion es el desarrollo de un sistema de ensayo que permite vigilar la
recuperacion in vitro de actividad biolégica de la proteina modificada. El polimero soluble en agua que se puede
liberar, tal como PEG, se puede separar de la proteina aumentando el pH, incluyendo, pero no limitado a, aumentar
el pH a valores de aproximadamente 8,1, aproximadamente 9,5 y aproximadamente 9,8, Este tipo de ensayo para
recuperar la proteina natural es apropiado para proteinas que son estables a pH alto. En diversos aspectos de los
métodos proporcionados, el pH se aumenta de aproximadamente 6,0 a aproximadamente 8,5, de aproximadamente
6,5 a aproximadamente 8,1, de aproximadamente 6,5 a aproximadamente 9,5, de aproximadamente 7,3 a
aproximadamente 9,8 y de aproximadamente 6,5 a aproximadamente 9,8. En otros aspectos, la invencion incluye
aumentar el pH a aproximadamente 10. En otros aspectos mas, los métodos proporcionados incluyen aumentar y
ensayar valores de pH a aproximadamente 6,0, aproximadamente 6,1, aproximadamente 6,2, aproximadamente 6,3,
aproximadamente 6,4, aproximadamente 6,5, aproximadamente 6,6, aproximadamente 6,7, aproximadamente 6,8,
aproximadamente 6,9, aproximadamente 7,0, aproximadamente 7,1, aproximadamente 7,2, aproximadamente 7,3,
aproximadamente 7,4, aproximadamente 7,5, aproximadamente 7,6, aproximadamente 7,7, aproximadamente 7,8,
aproximadamente 7,9, aproximadamente 8,0, aproximadamente 8,1, aproximadamente 8,2, aproximadamente 8,3,
aproximadamente 8,4, aproximadamente 8,5, aproximadamente 8,6, aproximadamente 8,7, aproximadamente 8,8,
aproximadamente 8,9, aproximadamente 9,0, aproximadamente 9,1, aproximadamente 9,2, aproximadamente 9,3,
aproximadamente 9,4, aproximadamente 9,5, aproximadamente 9,6, aproximadamente 9,7, aproximadamente 9,8,
aproximadamente 9,9, aproximadamente 10,0, aproximadamente 10,1, aproximadamente 10,2, aproximadamente
10,3, aproximadamente 10,4, aproximadamente 10,5, aproximadamente 10,6, aproximadamente 10,7,
aproximadamente 10,8, aproximadamente 10,9, aproximadamente 11,0, aproximadamente 11,5 y hasta mayor que
aproximadamente pH 12,0.

Segun la presente invencion, la adicion de aminas libres se usa como el método para forzar la liberaciéon del
polimero soluble en agua a pH neutro, en el que las aminas libres incluyen histidina, lisina o una combinacion de las
mismas. Este método es por lo tanto adecuado para proteinas sensibles al pH. Una combinaciéon de estas dos
propuestas es parte también de la invencion. Estas propuestas se ilustran con rVWF PEGilado y con RFVIII
PEGilado (véanse los Ejemplos 1 a 5).

En otra realizaciéon, aumentar la temperatura del tampoén se usa adicionalmente como uno o mas medios adicionales
para forzar la liberacién del polimero soluble en agua de la proteina. En diversos aspectos, la temperatura se
aumenta de aproximadamente 4°C a aproximadamente temperatura ambiente a aproximadamente 37°C. En otros
aspectos mas, los métodos proporcionados incluyen aumentar la temperatura del tampdn de aproximadamente 4°C
a aproximadamente 5°C, a aproximadamente 6°C, a aproximadamente 7°C, a aproximadamente 8°C, a
aproximadamente 9°C, a aproximadamente 10°C, a aproximadamente 11°C, a aproximadamente 12°C, a
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aproximadamente 13°C,
aproximadamente 17°C,
aproximadamente 21°C,
aproximadamente 25°C,
aproximadamente 29°C,
aproximadamente 33°C, aproximadamente 34°C, aproximadamente 35°C,
aproximadamente 37°C, aproximadamente 38°C, aproximadamente 39°C,
aproximadamente 41 °C, a aproximadamente 42°C, a aproximadamente 43°C,
aproximadamente 45°C, a aproximadamente 46°C, a aproximadamente 47°C,
aproximadamente 49°C, a aproximadamente 50°C, a aproximadamente 55°C, aproximadamente 60°C,
aproximadamente 65°C, a aproximadamente 70°C, a aproximadamente 75°C, aproximadamente 80°C,
aproximadamente 85°C, a aproximadamente 90°C, a aproximadamente 95°C y a aproximadamente 100°C.

aproximadamente 14°C,
aproximadamente 18°C,
aproximadamente 22°C,
aproximadamente 26°C,
aproximadamente 30°C,

aproximadamente 15°C,
aproximadamente 19°C,
aproximadamente 23°C,
aproximadamente 27°C,
aproximadamente 31°C,

aproximadamente 16°C,
aproximadamente 20°C,
aproximadamente 24°C,
aproximadamente 28°C,
aproximadamente 32°C,
aproximadamente 36°C,
aproximadamente 40°C,
aproximadamente 44°C,
aproximadamente 48°C,
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El polimero soluble en agua, por lo tanto, puede estar ligado de manera reversible a un polipéptido y liberado del
polipéptido aumentando la concentracién de amina libre del tampdn, aumentando el pH del tampdén, aumentando la
temperatura del tampoén o por una combinacién de cualquiera de lo anterior. Por otra parte, en una realizacién mas
incluso, los métodos de la invencién incluyen prolongar adicionalmente el periodo de tiempo para incubar la proteina
en el tampdén como uno 0 mas medios para liberar polimero soluble en agua de la proteina. En diversos aspectos, el
periodo de tiempo de incubacion se aumenta de aproximadamente 5 minutos (min), a aproximadamente 10 min, a
aproximadamente 20 min, a aproximadamente 30 min, a aproximadamente 40 min, a aproximadamente 50 min, a
aproximadamente 1 hora (h), a aproximadamente 2 h, a aproximadamente 3 h, a aproximadamente 4 h,
aproximadamente 5 h, a aproximadamente 6 h, a aproximadamente 7 h, a aproximadamente 8 h,
aproximadamente 9 h, a aproximadamente 10 h, a aproximadamente 11 h, aproximadamente 12 h,
aproximadamente 13 h, aproximadamente 14 h, a aproximadamente 15 h, aproximadamente 16 h,
aproximadamente 17 h, aproximadamente 18 h, a aproximadamente 19 h, aproximadamente 20 h,
aproximadamente 21 h, aproximadamente 22 h, a aproximadamente 23 h, aproximadamente 24 h,
aproximadamente 36 h, aproximadamente 48 h, a aproximadamente 60 h, a aproximadamente 72 h,
aproximadamente 84 h, a aproximadamente 96 h, a aproximadamente 108 h, a aproximadamente 120 h,
aproximadamente 132 h, a aproximadamente 144 h, a aproximadamente 146 h, a aproximadamente 168 h,
aproximadamente 180 h, a aproximadamente 192 h, a aproximadamente 204 h, a aproximadamente 228 h,
aproximadamente 252 h, a aproximadamente 276 h y a aproximadamente 300 h. Por consiguiente, el polimero
soluble en agua se libera en diversos aspectos del polipéptido aumentando el tiempo de incubacién, aumentando la
concentracion de amina o el pH del tampoén, aumentando la temperatura del tampoén o por una combinacion de uno o
mas de cualquiera de estos medios referidos.
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En otra realizacion (no parte de la invencion), la presente descripcion describe el desarrollo de un sistema de ensayo
que se puede utilizar para el control de calidad de proteinas modificadas con PEG que se puede liberar u otros
polimeros solubles en agua que se pueden liberar (véase el Ejemplo 6).

La presente descripcion también proporciona un ejemplo de un método basado en separacion usado como un
método de referencia para la medicion de polimero soluble en agua liberado por cromatografia de exclusion por
tamafio y la deteccidn/medicién de polimero soluble en agua libre, es decir PEG (véanse los Ejemplos 7, 8 y 9).
Basado en el tipo de ligador polimérico soluble en agua usado, se puede conseguir el fraccionamiento y la
cuantificacion del polimero soluble en agua por medida del indice de refraccion, la densidad optica y/o la
fluorescencia del efluente de la columna.

La presente descripcion describe ademas la caracterizacion de la cinética de la liberacién de polimero soluble en
agua por medicion de las cantidades de polimero soluble en agua liberado y conjugados de polimero - proteina
solubles en agua en la mezcla de reaccién (véanse los Ejemplos 7, 8 y 9), es decir sin la necesidad de separar las
especies generadas.

En un aspecto, se usan mediciones de la fluorescencia si las especies de moléculas fluorescentes usadas difieren lo
suficiente en sus propiedades espectrales. La medicién simultanea de tanto el polimero -flior o dibenzofulveno como
las especies conjugadas de flior-(FMOC)-polimero o polimero soluble en agua libre (es decir, PEG) y las especies
conjugadas de PEG esta permitida por mediciones de la fluorescencia a longitudes de onda de excitacion
apropiadas debido a diferentes sistemas de anillos condensados con distintos espectros de emisién, tal como el pico
de emision a 350-355 nm del fluoreno sustituido y la regiéon de emision a 460-560 nm del dibenzofulveno. Ademas, la
seleccion cuidadosa de la longitud de onda de excitacién también evita la excitacion de la fluorescencia del triptéfano
y tirosina de la proteina con una sensibilidad maxima a aproximadamente 280 nm. Para dicha medicion, se prefiere
una rendija del espectrometro estrecha para separar las sefiales de excitacion y emision con un desplazamiento de
Stokes de aproximadamente 20 nm.

En otro aspecto, se usa un inmunoensayo especifico que permite la medicion de polimero soluble en agua unido a
conjugado (es decir PEG). Este método, como se desvela en USSN 61/009.327, permite la medicion por el uso de
una combinacion de anticuerpos emparejados que se unen especificamente a PEG y la proteina no conjugada. La
desPEGilacion del conjugado de PEG se detecta después por una disminucion relativa de reactividad en ELISA de
PEG proteina expresado respecto a la respuesta medida por el conjugado antes de la DesPEGilacion (véanse los
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Ejemplos 7, 8 y 9). Un ELISA de este tipo no detecta PEG libre, sino que detecta especificamente sé6lo PEG unido a
conjugado.

Con el desarrollo de estos sistemas de ensayo in vitro, es posible aumentar la velocidad conducida por eliminacién 3
de liberacion de PEG de proteinas PEGiladas de manera reversible de una manera sustancial y recuperar actividad
de la proteina no modificada.

Ejemplos

Son evidentes aspectos y detalles adicionales de la invencion a partir de los siguientes ejemplos, que se destinan a
ser ilustrativos mas bien que limitantes. El Ejemplo 1 describe desPEGilacion in vitro de PEG-rVWF que se puede
liberar a pH aumentado; el Ejemplo 2 describe desPEGilacion in vifro de PEG-r'VWF que se puede liberar en
presencia de aminas primarias y alto pH; el Ejemplo 3 describe la recuperacion in vitro de la actividad de las
proteinas de PEG-RFVIII que se puede liberar en presencia de aminas libres seleccionadas; el Ejemplo 4 describe
desPEGilacion in vitro de PEG-rFVIIl que se puede liberar en presencia de una combinacién de aminas libres; el
Ejemplo 5 describe desPEGilacion in vitro de PEG-rFVIIl que se puede liberar en presencia de Hepes/Tris; el
Ejemplo 6 describe la recuperacion in vitro de la actividad de las proteinas de PEG-rFVIII que se puede liberar en
presencia de aminas libres seleccionadas; el Ejemplo 7 describe la deteccion de liberacion de PEG de PEG-rFVIII
por la medicion de la fluorescencia sin separacion de especies; el Ejemplo 8 describe la eliminacion de PEG-
dibenzofulveno mediante glutation; el Ejemplo 9 demuestra el efecto del pH sobre la generacion de PEG-
dibenzofulveno; el Ejemplo 10 discute despolimerizacion in vitro de PSA-r'VWF que se puede liberar a pH
aumentado; el Ejemplo 11 describe despolimerizacion in vitro de PSA-rVWF que se puede liberar en presencia de
aminas primarias y alto pH; el Ejemplo 12 describe la recuperacion in vitro de la actividad de las proteinas de PSA-
RFVIIl que se puede liberar en presencia de aminas libres seleccionadas; el Ejemplo 13 describe la
despolimerizacion in vitro de PSA-rFVIIl que se puede liberar en presencia de una combinacién de aminas libres y el
Ejemplo 14 describe la despolimerizacion in vitro de PSA-rFVIIl que se puede liberar en presencia de Hepes/Tris.

Ejemplo 1 (Ejemplo Comparativo):
Despegilacion in vitro de PEG-RVWF que se puede liberar a pH aumentado.

Se llevd a cabo desPEGilacion de un conjugado de PEG rVWF que se puede liberar (conjugado con un PEG
ramificado de 20 K) por incubacion de la proteina a dos valores de pH diferentes, pH 6,5y pH 8,1. Se disolvio PEG-
rVWF purificado en Na-Citrato 0,02 M, NaCl 0,15 M con un valor de pH de 6,5. Para la muestra alcalina, se ajusto el
mismo tampon a pH 8,1 por la adicion de NaOH 0,1 M. Se extrajeron sub-muestras en instantes del tiempo definidos
y se analizaron teniendo en cuenta su contenido en antigeno del VWF (VWF:Ag), PEG libre, PEG total y
composicion de VWF de multimeros.

El contenido en VWF:Ag se determind con un ELISA sandwich usando anticuerpos comercialmente disponibles
(Dako, Glostrup, Dinamarca). Se determinaron PEG libre y PEG total por un método de cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) proporcionado por Nektar Therapeutics (Huntsville, AL). Los términos "cromatografia liquida de
alta resolucion," "cromatografia liquida de alta presién,” y HPLC se usan de manera indistinta en la presente
memoria. Se realizé analisis de multimero de VWF por electroforesis en gel de agarosa SDS horizontal de alta
densidad e inmunocoloraciéon usando un anticuerpo anti-VWF humano policlonal (Dako). Los resultados de estos
experimentos se resumen en la Tabla 1 y la Figura 1.

Los datos en la Tabla 1 muestran los resultados para la relacion determinada de VWF:Ag a proteina (IU/mg) y el
porcentaje de PEG libre, liberado, sobre el contenido en PEG total durante las incubaciones a pH 6,5y pH 8,1,
respectivamente. El valor de base refleja las propiedades iniciales del conjugado, es decir antes de que se haya
iniciado la liberacion de PEG forzada. La proporcion de VWF: Ag a proteina se disminuyé enormemente para PEG-
rVWF (39 IU/mg) comparado con 100-160 1U/mg para un rVWF no modificado, natural. El porcentaje de PEG libre
fue tan bajo como 5%. En la incubacion a 37°C la proporcion de VWF:Ag a proteina aumenté gradualmente con el
tiempo en ambas condiciones, pero con valores ligeramente mayores a pH 8,1. La cantidad de PEG liberada del
conjugado de PEG-rVWF se acelero significativamente a pH superior. Después de 1 h a pH 8,1, el porcentaje de
PEG libre liberado fue 53%; mientras que al pH 6,5 inferior, se habia liberado el 23% de PEG libre. La diferencia
vista en el porcentaje de PEG liberado disminuyd con tiempos de incubacion mas prolongados y después de 29
dias, cuando se libero el 60% del PEG a pH 6,5 y se liberd el 68% de PEG total a pH 8,1.
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Tabla 1. Cambios en los valores VWF:Ag y aparicion de PEG libre en la incubacion de rVWF PEGilado de manera
reversible a pH elevado.

Tiempo de PEG-rVWF
incubacion (dias)
Relacion VWF:Ag/proteina (IU/mg) PEG libre (% de PEG total)
pH 6,5 pH 8,1 pH 6,5 pH 8,1

Base 39 39 5 5

5 min 42 56 3 29

1 58 78 23 53

4 64 71 41 58

15 77 86 54 63

29 79 92 60 68

El analisis de multimeros de estas muestras (Figura 1) muestra el desplazamiento tipico de cada multimero de VWF
después de PEGilacién (cuando se comparan las lineas denominadas 'TVWF natural' y 'original’). Durante la
incubacion a tanto pH 6,5 como 8,1, el peso molecular de los multimeros de rVWF PEGilado disminuyo
gradualmente, discernible por el desplazamiento de vuelta a pesos moleculares inferiores, que indica la liberacion de
PEG con el tiempo. La restauracion completa de la estructura original de rVWF no modificado no se consiguio, sin
embargo, en ninguna de las dos condiciones de pH. Los datos muestran sin embargo que la incubacion tanto a pH
6,5 como pH 8,1 a 37°C dieron como resultado liberacion sustancial de PEG a partir de rVWF PEGilado.

Ejemplo 2:
Despegilacion in vitro de PEG-RVWF que se puede liberar en presencia de aminas primarias y pH alto.

Se diluy6 un conjugado de PEG-rVWF que se puede liberar (PEG ramificado de 20 k) en un citrato de sodio 0,02 M,
tampon de NaCl 0,15 M a un pH de 9,8, que contenia lisina 100 mM y se incub6 a 37°C. Se retiraron sub-muestras
en instantes de tiempo definidos y se analizé su contenido en antigeno del VWF (VWF:Ag), PEG libre, PEG total y
composicion multimérica. Se realizé analisis multimérico por electroforesis en gel de agarosa SDS horizontal de alta
densidad e inmunocoloracion usando anticuerpos dirigidos contra VWF humano (Dako, Glostrup, Dinamarca) o PEG
(anticuerpo anti-PEG de conejo policlonal desarrollado interno). Los resultados se resumen en la Tabla 2, Figura 2 y
Figura 3.

Tabla 2. Cambios en los valores de VWF:Ag y aparicion de PEG libre en la incubacion de rVWF PEGilado de
manera reversible a pH elevado y en presencia de aminas libres.

Tiempo de incubacion (h) PEG-rVWEF pH 9,8 lisina 100 mM
Relacion VWF:Ag/proteina (IU/mg) PEG libre (% de PEG total)
Base 26 3
5 min 33 5
0,5 53 33
4 80 63
10 87 75
20 96 79
48 105 81

Los datos en la Tabla 2 muestran que en la incubaciéon de PEG-rVWF en presencia de la amina lisina a pH 9,8, tuvo
lugar un claro aumento en la proporcion de VWF:Ag a proteina con el tiempo. Ademas, se liber6 el 81% del PEG
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total después de 48 h de incubacién en el tampdn referido. El gel de multimero en la Figura 2 muestra que después
de 10-20 h de incubacion, los multimeros de VWF se desplazaron de vuelta a pesos moleculares inferiores y la
estructura llegé a ser similar a la de un rVWF no modificado. El tiempo de incubacién mas prolongado (48 h) dio
como resultado una degradacion de la estructura proteinica del r'VWF. La desPEGilacion de r'VWF se demostré
directamente usando un anticuerpo anti-PEG policlonal para la coloracion del gel de multimero en la Figura 3.
Después de 20 h de incubacion, sélo quedaron unidas cantidades minoritarias de PEG a los multimeros de VWF
solos. Los datos demuestran que la incubacion en presencia de lisina a pH 9,8 dio como resultado una clara
liberacion de PEG en un periodo de tiempo mas corto comparado con el Ejemplo 1 y la estructura del rVWF
restablecida. EI método descrito por el Ejemplo 2 es asi adecuado para proteinas que son estables a pH alto.

La farmacocinética del PEG-rVWF desPEGilado se determind en un modelo de raton doblemente invalidado de
VWEFxFVIII. A los ratones se les administré una inyeccion intravenosa rapida (10 ml/kg) por la vena de la cola de
FVII1 (200 1U /kg), sola o junto con 1,6 mg/kg de rVWF natural, PEG-rVWF que se puede liberar (ramificado de 20 K)
o rVWF desPEGilado (incubado durante 10 h a +37°C en disolucion de lisina a pH 9,8).

Se extrajeron muestras sanguineas (anti-coaguladas con citrato de sodio) por puncion cardiaca después de
anestesia de los grupos respectivos después de 5 miny a 3 h, 6 h, 9 h y 24 h después de inyecciéon. Se prepard
plasma por centrifugacion y se determind la funcion estabilizadora de FVIIl in vivo de VWF por mediciéon de la
actividad de FVIII con un ensayo cromogénico. Los resultados de este experimento se resumen en la Figura 4, que
muestra que el r'VWF PEGilado protegia el FVIII en una mayor extension que el rVWF no modificado. ElI rVWF
desPEGilado retuvo la misma capacidad estabilizadora de FVIII que el rVYWF no modificado, que indica que se liberd
rVWF activo durante la liberacion in vitro forzada.

Ejemplo 3

Recuperacion in vitro de la actividad de las proteinas de PEG-RFVIII que se puede liberar en presencia de aminas
libres seleccionadas.

Se diluyé un conjugado de PEG-rFVIIl que se puede liberar (PEG ramificado de 20 K) a actividad cromogénica de
FVIII de 5 IU/ml en un tampdn con un pH de 7,3 (histidina 10 mM, NaCl 90 mM, CaCl, 1,7 mM, Tris 10 mM, glutation
0,26 mM, manitol 176 mM, trehalosa 23,5 mM y Tween 80 de 0,1 g/l); el tampdn contenia adicionalmente lisina,
histidina o una combinacién de ambos aminoacidos y se incub6 el tampén a 37°C para forzar la liberacion in vitro de
PEG del conjugado de proteina. Se extrajeron sub-muestras en instantes de tiempo definidos (24 h, 48 hy 72 h) y se
determind la actividad cromogénica de FVIII online usando un ensayo cromogénico de FVIII. Los resultados se
resumen en la Figura 5.

En un tampoén que carece de aminas, la actividad aumenté de 5,0 a 11,5 IU/ml de FVIII:C después de 72 h. En el
instante 72 h, la presencia de histidina 100 mM aumenté la actividad de FVIIl a 17,8 IU/ml, lisina 100 mM a 20,4
IU/ml, histidina 200 mM a 24,9 IU/ml y la combinacién de histidina 100 mM y lisina 100 mM a 34,7 IU/ml. Asi, la
liberacion de PEG forzada fue claramente dependiente de la concentracion de amina y posiblemente de la
composicion de amina. El método descrito en la presente memoria mediante este ejemplo es adecuado para
recuperacion in vitro de la actividad de las proteinas de proteinas PEGiladas de manera reversible que son sensibles
al entorno de pH.

Ejemplo 4
Despegilacion in vitro de PEG-RFVIII que se puede liberar en presencia de una combinacién de aminas libres.

Un conjugado de PEG-rFVIII que se puede liberar (PEG ramificado de 20 K) se incubé en un tampon (citrato Naz 20
mM, CaClz 1,7 mM, manitol 176 mM, sacarosa 36 mM y Tween 80 de 0,1 g/l) con un pH de 7,3; el tampdn contenia
adicionalmente histidina 100 mM y lisina 100 mM y se incubd a +37°C. Se retiraron sub-muestras en instantes del
tiempo definidos hasta 168 h y se determind la actividad funcional de PEG-rFVIIl online usando el ensayo
cromogénico de FVIIl. Ademas, la liberacion de PEG se confirmé midiendo PEG libre y PEG total por un método
HPLC proporcionado por Nektar Therapeutics (Huntsville, AL) de sub-muestras congeladas. Los resultados se
resumen en la Figura 6 y la Tabla 3.

La Figura 6 muestra el aumento de la actividad cromogénica de FVIII de PEG-rFVIIl durante la fase de incubacion.
El aumento en la actividad de las proteinas siguid un ciclo de dos fases: se observd un rapido aumento en la
actividad de FVIII en las primeras 6 h seguido por una fase con un aumento lento de la actividad alcanzando un
maximo después de 24 h de incubacién, con un aumento en la actividad cromogénica de FVIIIl a 21,9 IU/ml
comparado con la actividad de partida de 6,0 IU/ml, que corresponde a un aumento de la actividad de 366%. La
incubacion adicional hasta 144 h dio como resultado una disminucion gradual, lenta, de la actividad de FVIIl. Como
se indica en lineas generales en los Ejemplos 1y 2, la incubacion de proteinas PEGiladas a pH alto (por €j., 9,8) es
otra opcion para provocar una liberacion de PEG in vitro. El mismo conjugado de PEG-rFVIIl se incubd por lo tanto a
pH 9,8 a 37°C y se comparo el aumento en actividad con el conseguido en presencia de histidina / lisina a pH 7,3. La
Figura 6 muestra que a pH 9,8, se recuperaba menos actividad cromogénica del FVIII, con un aumento en la
actividad cromogénica de FVIII a 14,8 IU/ml en el instante de tiempo de 24 h comparado con 4,4 IU/ml de actividad
de partida. Esto se debié probablemente a inactivacién del FVIIl aumentada a este alto valor de pH. Esta conclusién
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fue soportada por velocidades similares de liberacion de PEG en ambas condiciones (Tabla 3). La cantidad de PEG
liberada se expres6 como el porcentaje de PEG libre en relaciéon con la cantidad total de PEG. El bajo contenido
inicial de PEG libre (8 a 13% = valores de base) aumentd en la incubacion en ambos tampones de una manera
dependiente del tiempo, alcanzado un maximo de 64% del PEG total después de 144 h en el caso del tampoén de
histidina / lisina y de 74% después de 168 h para el tampodn alcalino (pH 9,8). Estos datos confirman que ambas
condiciones son apropiadas para provocar la liberacién de PEG.

Tabla 3. Cambios en contenido en PEG libre de PEG-rFVIll en presencia de aminas libres a pH neutro y a pH 9,8.

Tiempo de incubacion (h) PEG-rFVIII
PEG libre (% de PEG total)
His/Lis pH 7,3 pH 9,8

base 8 13
5 min 18 Nd
2 24 Nd
10 37 Nd
24 45 37
48 51 Nd
72 55 49
96 59 Nd
120 62 Nd
144 64 Nd
168 Nd 74

Los datos en el Ejemplo 6 también sugieren que para proteinas sensibles al pH se tienen que favorecer aminas
libres combinadas a pH neutro para la liberacion forzada de PEG in vifro ya que la recuperacion de la actividad de
las proteinas es mayor en dichas condiciones comparado con una liberacion alcalina.

Ejemplo 5 (Ejemplo Comparativo):
Despegilacion in vitro de PEG-RFVIII que se puede liberar en presencia de hepes/tris.

Se incubd PEG-rFVIII que se puede liberar (PEG ramificado de 20 K) a 37°C en una combinaciéon de sustancias
tampoén que contienen amina tipicas a pH 7,4, es decir HEPES 200 mM y Tris 200 mM. Se extrajeron sub-muestras
en instantes de tiempo definidos, se vigild la recuperacion de actividad del FVIII mediante un ensayo cromogénico y
se determind su capacidad para interactuar con VWF. La unién del VWF, que determina de manera critica la
supervivencia de FVIII en la circulacion, se vigilé usando tecnologia de resonancia plasménica de superficie. Usando
equipo Biacore, se inyectaron las diversas muestras de PEG-rFVIII en la fase movil y se ensay¢ la interaccion con
VWF inmovilizado. Mientras solo se unieron niveles bajos de PEG-rFVIII al r'VWF, la union de la muestra aumenté
con la liberacién de PEG. La Figura 7 muestra la creciente actividad cromogénica del FVIII con el tiempo que va
acompafada por un aumento en la unién del rFVIIl a VWF, que es una sefial de desPEGilaciéon. Los datos del
Ejemplo 5 indican que se puede usar un amplio espectro de aminas para forzar la liberacion de PEG a partir de
dichos conjugados. La recuperacion de tanto la actividad cromogénica como la unién a VWF muestra ademas que
se genera proteina funcional con el tiempo.

Ejemplo 6:
Velocidad inicial de aumento de actividad del FVIII en la incubacién de PEG-RFVIII en presencia de aminas libres.

La rapida fase inicial de liberacion de PEG de PEG-rFVIIl, que se definié en el Ejemplo 4 como el intervalo de tiempo
de 0 a 6 h de incubacién a 37°C, fue analizada por su idoneidad como un parametro para investigar la consistencia
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lote a lote. La Figura 8 muestra el aumento en la actividad del FVIII en la incubacion en un tampén de histidina 100
mM / lisina 100 mM de pH 7,3 a 37°C en las primeras 6 h.

En el panel izquierdo, se muestran seis mediciones repetidas del mismo lote de PEG-rFVIIl, mientras que en el
panel derecho, se muestran los valores medios de actividad de dos lotes distintos del conjugado. El aumento en la
actividad del FVIII (IU/ml) por hora se calcula ajustando las curvas por regresion lineal y se expresd como la
pendiente (k'). Los valores numéricos de la pendiente para las seis unidades de ensayo y los dos lotes se resumen
en la Tabla 4. En ambos casos, se obtuvieron pendientes similares, que demuestra de ese modo que el sistema de
ensayo proporciona resultados reproducibles. Por otra parte, determinar la velocidad inicial de aumento de actividad
del FVIII permite una comparacioén de diferentes lotes de un conjugado de PEG que se puede liberar.

Tabla 4. Velocidad inicial de aumento de la actividad cromogénica del FVIII en una reaccion de liberacion de PEG
forzada.

Unidad de ensayo Pendiente (k')
1 1,48
2 1,58
3 1,42
4 1,65
5 1,19
6 2,01
1 1,43
2 1,31

Ejemplo 7:
Deteccion de liberacion de PEG de PEG-RFVIII por medicién de la fluorescencia sin separacion de especies.

El PEG que se puede liberar aumento en actividad cromogénica de FVIII de 21,9 IU/ml comparado con rFVIII de 6,0
IU/ml de actividad de partida (PEG ramificado de 20 K), formulado en tampon de citrato 20 mM, pH = 6,0, que
contenia 32 g de manitol, 12 g de sacarosa, 2,5 g de CaClze2H,0 y 100 mg de polisorbato 80 por litro y se liofilizd,
se reconstituy6 a una disolucién que contenia 360 mg de proteina (ensayo de acido bicincénico ) y 345 mg de PEG
total. Esta disolucion se diluyd 1:5 en una disolucion de bicarbonato de sodio 100 mM, pH = 8,5, que contenia 32 g
de manitol, 12 g de sacarosa, 2,5 g de CaCl,02H,0O, AEDT 10 mM y 100 mg de polisorbato 80 por litro (99% de acido
oleico, Nippon Oils and Fats) y los espectros de fluorescencia, que muestran los PEG-FMOC-compuestos en un pico
estrecho entre 350-355 nm y el PEG-dibenzofulveno liberado (PEG-DBF) en un pico amplio entre 460-560 nm,
medido en un espectrofluorimetro de Perkin EImer LS50B (1,25 ml en una cubeta de cuarzo detenida con PTFE de
0,4 (excitacion) x 1 (emisidon) cm, longitud de onda de 330 nm de excitacion/340-600 nm de emision, ancho de
rendija de 5/5 nm, velocidad de barrido de 180 nm/min, voltaje de fotomultiplicador de 800 V) en la incubacién a 20-
25°C a intervalos de tiempo definidos (Figura 9).
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En las muestras extraidas en estos intervalos designados de un deposito separado se analizé por HPLC en un
columna de 5 p de proteinas Shodex (KW-803 300A, 300 x 8 mm (Showa Denko America, Inc. (Nueva York, NY))
que actua con fosfato de sodio 20 mM, sulfato de sodio 50 mM, a pH 6,1, FMOC-PEG libre y dibenzofulveno-PEG y
se analizé de manera inmunoquimica por ELISA PEG-FVIII y antigeno del FVIII libre. Los resultados del ELISA de
PEG-FVIII se proporcionan como la unién medida en el ensayo referido a la de una preparacién clasica recién
disuelta. Se integraron sefiales de fluorescencia de 350-355 nm y de 460-560 nm (en etapas de 0,5 nm) para
conjugados PEG-FMOC y PEG-dibenzofulveno, respectivamente. Los datos se resumen en la Tabla 5.

Los datos presentados en la Tabla 5, mostrados como un porcentaje de las concentraciones medidas inicialmente,
demuestran la liberacion de benzofulveno-PEG libre, como se demuestra por el aumento en la sefal de
fluorescencia a 460-560 nm y de antigeno del FVIII libre, cuando se mide por ELISA y por la correspondiente
disminucion del conjugado de proteina de PEG-FMOC, como se demuestra por la sefal de fluorescencia 350-355
nm vy los niveles disminuidos de PEG unido a FVIII cuando se mide por el ELISA de PEG-FVIII.

Ejemplo 8:
Eliminacion de PEG-dibenzofulveno mediante glutation.

A la disolucién de bicarbonato del Ejemplo 7, se afiadié glutation reducido 10 mM (GSH) y se llevo a cabo dilucion,
incubacion, medicion, muestreo y analisis como se indica en el Ejemplo 8. Se muestran espectros en la Figura 10.
Después de aproximadamente 24 h, parecié que se habia agotado el glutation en el depdsito de muestreo, pero no
en la cubeta de fluorescencia, por oxidacion (Tabla 6).
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Los datos en la Tabla 6, mostrados como un porcentaje de las concentraciones medidas inicialmente, demuestran la
eliminacién de dibenzofulveno-PEG libre por glutation reducido, como se demuestra por el aumento moderado en la
sefial de fluorescencia especifica a 460-560 nm (en comparacion con el Ejemplo 5) y la correspondiente disminucion
moderada de los compuestos de PEG-FMOC conjugados, como se demuestra por la sefial de fluorescencia de 350-
355 nm. Se genera antigeno del FVIII libre y disminuyen los niveles de PEG unido a FVIII a una velocidad similar
como en el Ejemplo 5.

Ejemplo 9 (Ejemplo Comparativo):
Demostracion del efecto del pH sobre la generacion de PEG-dibenzofulveno.

La disolucion de FVIII en el Ejemplo 8 se diluyd 1:5 con tampdn de citrato 20 mM, pH = 6,0, que contenia 32 g de
manitol, 12 g de sacarosa, 2,5 g de CaCl,e2H,O y 100 mg de polisorbato 80 (acido oleico al 99%) por litro. Se
llevaron a cabo incubacion, medicion, muestreo y andlisis como se indica en el Ejemplo 7. Los espectros se
muestran en la Figura 11. A pH 6,0, la liberaciéon de PEG-dibenzofulveno fue menor que a pH = 8,5 (Compare la
Tabla 7 a la Tabla 5). Los datos sugieren que el mecanismo de eliminacion B se realiza mediante un ataque de
nucledfilos basicos, tales como el anién hidréxido.
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Ejemplo 10 (Ejemplo Comparativo):

Despolimerizacion in vitro de PSA-RVWF que se puede liberar a pH aumentado.

La despolimerizacion de un polimero-conjugado soluble en agua que se puede liberar, tal como un poli(acido sialico)

(PSA)-r'VWF conjugado, se realiza aumentando el pH del conjugado de proteina. La despolimerizacion se mide

5

incubando el conjugado de proteina a diferentes valores de pH, por ejemplo a un pH de aproximadamente 6 y a un
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pH de aproximadamente 8 o aproximadamente 10. Se disolvi6 PSA-rVWF purificado en Citrato de sodio 0,02 M,
NaCl 0,15 M con un valor de pH de aproximadamente 6. Para la muestra alcalina, se ajusta el mismo tampén a pH
aumentado de aproximadamente 8 o aproximadamente 10 por la adicion de NaOH 0,1 M. Se retiraron sub-muestras
en instantes de tiempo definidos y se analizaron teniendo en cuenta su contenido en antigeno del VWF (VWF:Ag),
PSA libre, PSA total y composicion de VWF de multimeros.

El contenido en VWF:Ag se determind con un ELISA sandwich usando anticuerpos comercialmente disponibles
(Dako, Glostrup, Dinamarca). Se determind PSA libre y PSA total mediante una cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC). Se realizé analisis de multimeros de VWF mediante electroforesis en gel de agarosa SDS
horizontal de alta densidad e inmunocoloraciéon usando un anticuerpo anti-VWF humano policlonal (Dako). Se
espera que la despolimerizacion de PSA-r'VWF aumente con pH creciente.

Ejemplo 11:
Despolimerizacion in vitro de PSA-RVWF que se puede liberar en presencia de aminas primarias y pH alto.

La despolimerizacion de un polimero-conjugado soluble en agua que se puede liberar, tal como un conjugado de
poli(acido sialico) (PSA)-rVWF, se realiza en otro aspecto aumentando la concentracion de amina del tampon de
conjugado de proteina. Se diluye un conjugado de PSA-'VWF que se puede liberar en citrato de sodio 0,02 M,
tampon de NaCl 0,15 M a un pH de aproximadamente 9,8, que contenia lisina 100 mM y se incubd a 37°C. Se
extrajeron sub-muestras en instantes de tiempo definidos y se analiz6 su contenido en antigeno del VWF (VWF:Ag),
PSA libre, PSA total y composicion multimérica. Se realiz6 analisis de multimeros con electrofresis en gel de
agarosa SDS horizontal de alta densidad e inmunocoloracién usando anticuerpos dirigidos contra VWF humano
(Dako, Glostrup, Dinamarca) o PSA (Millipore, Temecula, CA, USA).

En la incubacién de PSA-rVWF en presencia de la amina lisina a pH 9,8, se espera un aumento en la proporcion de
VWEF: Ag a proteina con el tiempo. Ademas, se espera que se libere una mayoria del PSA total después de
incubacion en el tampodn referido. Después de incubacion, se espera que soélo pequeias cantidades de PSA
permanezcan unidas a los multimeros de VWF solos.

Ejemplo 12:

Recuperacion in vitro de la actividad de las proteinas de PSA-RFVIII que se puede liberar en presencia de aminas
libres seleccionadas.

Se espera que la actividad de las proteinas de un polimero soluble en agua conjugado a una proteina aumente en
presencia de aminas libres, que indica la liberacion del polimero a medida que aumenta la concentracién de amina.
En este experimento, se diluye un conjugado de PSA-rFVIII que se puede liberar a 5 IU/ml de actividad cromogénica
de FVIII en un tampoén con un pH de aproximadamente 7,3 (histidina 10 mM, NaCl 90 mM, CaCl, 1,7 mM, Tris 10
mM, glutation 0,26 mM, manitol 176 mM, trehalosa 23,5 mM y 0,1 g/l de Tween 80); el tampdn contiene
adicionalmente lisina, histidina o una combinacion de ambos aminoacidos y se incuba el tampdén a 37°C para forzar
la liberacion in vitro de PSA del conjugado de la proteina. Se extraen sub-muestras en instantes de tiempo definidos
(24 h, 48 hy 72 h) y se determina la actividad cromogénica de FVIII online usando un ensayo cromogénico de FVIII.
Se espera que la actividad de FVIII aumente con el tiempo en un tampén con concentracion creciente de lisina,
histidina o una combinacion de ambas aminas.

Ejemplo 13:
Despolimerizacion in vitro de PSA-RFVIII que se puede liberar en presencia de una combinaciéon de aminas libres.

Se incubd un conjugado de PSA-rFVIII que se puede liberar en un tampén (citrato Nas 20 mM, CaCl; 1,7 mM,
manitol 176 mM, sacarosa 36 mM y 0,1 g/l de Tween 80) con un pH de 7,3; el tampdn contiene adicionalmente
histidina 100 mM y lisina 100 mM y se incubd a +37°C. Alternativamente, el tampdn se aumenta a un pH alto (por €j.,
9,8) sin la adicion de histidina y lisina. Se extrajeron sub-muestras en intervalos de tiempo definidos hasta 168 h y se
determind la actividad funcional de PSA-rFVIIl usando un ensayo cromogénico de FVIII (como se describid
previamente). Ademas, la liberacion de PSA se confirma midiendo PSA libre y PSA total por HPLC de sub-muestras
congeladas. Se espera que dichas condiciones provoquen la liberacion de PSA de la proteina del rFVIII in vitro.

Ejemplo 14 (Ejemplo Comparativo):
Despolimerizacion in vitro de PSA-RFVIII que se puede liberar en presencia de Hepes/Tris.

Experimentos previos indican que aumentar la concentracion de amina de un tampodn fuerza la liberacion de un
polimero soluble en agua que se puede liberar de un conjugado de proteina. En este experimento, se incub6d PSA-
rFVIIl que se puede liberar a 37°C en una combinacién de sustancias tampoén que contienen amina tipicas, es decir,
HEPES 200 mM y Tris 200 mM, a un pH de aproximadamente 7,4. Se extrajeron sub-muestras en instantes de
tiempo definidos. La recuperacion de actividad del FVIII se vigila mediante un ensayo cromogénico y se determina
su capacidad para interactuar con VWF. La unién de VWF, que determina de manera critica la supervivencia de
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FVIII en la circulacion, se vigila usando tecnologia de resonancia plasménica de superficie. Usando un sistema
Biacore, se inyectan diversas muestras de PSA-rFVIIl en la fase movil y se ensaya la interaccion con VWF
inmovilizado. Se espera que aumente la unién de VWF con la liberacién de PSA. Por lo tanto, aumentar la actividad
cromogénica de FVIII con el tiempo deberia ir acompafiado de un aumento en la union de rFVIIl a VWF, que es una
sefial de despolimerizacion (eliminacién de PSA). Como se indica en los ejemplos previos, se espera que se pueda
usar un amplio espectro de aminas para forzar la liberacion de PSA de dichos conjugados. Los aumentos en la
actividad cromogénica y unién a VWF indican que se genera proteina funcional con el tiempo.
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REIVINDICACIONES

1. Un método in vitro de liberacién de un polimero soluble en agua ligado de manera reversible de una proteina
modificada mediante el polimero soluble en agua o aumento de la actividad de una proteina modificada con un
polimero soluble en agua ligado de manera reversible que comprende la etapa de incubar la proteina en condiciones
eficaces para liberar el polimero soluble en agua, en el que las condiciones eficaces para liberar el polimero soluble
en agua comprenden aumentar la concentracion de amina libre de un tampén que comprende la proteina por adicion
de lisina libre, histidina o una combinacién de las mismas al tampdn en una concentracién eficaz para liberar el
polimero soluble en agua.

2. El método segun la reivindicacion 1, en el que las condiciones comprenden ademas aumentar el pH del tampdn
que comprende la proteina, aumentar la temperatura del tampdn que comprende la proteina o prolongar el periodo
de tiempo de la etapa de incubacion.

3. El método segun la reivindicacion 2, en el que el pH del tampon se aumenta a aproximadamente pH 8,1.
4. El método segun la reivindicacion 2, en el que el pH del tampén se aumenta a aproximadamente pH 9,8.

5. El método segun la reivindicacion 2, en el que la temperatura del tampdn se aumenta de aproximadamente 4°C a
aproximadamente 37°C.

6. El método segun la reivindicacion 2, en el que el periodo de tiempo para incubaciéon se prolonga a
aproximadamente 168 horas.

7. El método segun la reivindicacion 2, en el que el periodo de tiempo para incubacion se prolonga a
aproximadamente 48 horas.

8. El método segun la reivindicaciéon 1 6 2, en el que la proteina es factor VIII (FVIII).
9. El método segun la reivindicacion 1 6 2, en el que la proteina es Factor von Willebrand (VWF).

10. El método segun la reivindicacion 1 6 2, en el que el polimero soluble en agua esta ligado de manera reversible a
la proteina con gH-(f)luoren-g-il (m)et(o)xi(c)arbonilo, dibenzofulveno o un derivado de los mismos.

11. El método segun la reivindicacion 10, en el que el polimero soluble en agua esta ligado con gH-(f)luoren-g-
il(m)et(o)xi(c)arbonilo o un derivado del mismo.

12. El método segun la reivindicacion 1 6 2, en el que el polimero soluble en agua es polietilenglicol.

13. El método segun la reivindicacion 1 6 2, en el que el polimero soluble en agua es poli(acido sialico).
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