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DESCRIPCION
Composicion farmacéutica que comprende un Fc de inmunoglobulina como vehiculo

Campo técnico

La presente invencion se refiere a un uso novedoso de un fragmento Fc de inmunoglobulina. Mas particularmente, la
presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un fragmento Fc de inmunoglobulina
como un vehiculo y a un procedimiento para mejorar la duracién in vivo de la accion de un farmaco unido a un
fragmento Fc de inmunoglobulina.

Técnica antecedente

En el pasado, una gran cantidad de farmacodlogos y quimicos realizaron esfuerzos para alterar y modificar
quimicamente la actividad in vivo de moléculas fisiolégicamente activas existentes en la naturaleza. Estos esfuerzos
se enfocaron principalmente en el aumento o la prolongacién de determinada actividad in vivo, la reduccion de la
toxicidad, la eliminacién o reduccién de los efectos secundarios o la modificacién de actividades fisioldgicas
especificas de las sustancias fisioldgicamente activas. Cuando una sustancia fisiologicamente activa se modifica
quimicamente, la misma pierde algunas o la mayoria de sus actividades fisiol6gicas en muchos casos. Sin embargo,
en algunos casos, la modificacion podria dar como resultado un aumento o un cambio en la actividad fisiologica. A
este respecto, muchos estudios se han enfocado en la modificaciéon quimica capaz de conseguir actividad fisiolégica
deseada y la mayoria de tales estudios han implicado la union covalente de una sustancia fisiolégicamente activa
(farmaco) a un vehiculo fisiolégicamente aceptable.

Por ejemplo, la Publicacién de Patente Internacional N° WO 01/93911 emplea un polimero que tiene una pluralidad
de restos acidos como un vehiculo de farmaco. La Publicacion de Patente Internacional N° WO 03/00778 desvela
copolimeros de bloque anfifilos que contienen grupo aniénico que, cuando se usan como un vehiculo de farmaco
para un farmaco catiénico, mejoran la estabilidad de farmaco. La Patente Europea N° 0 681 481 describe un
procedimiento para mejorar las propiedades de farmacos basicos usando ciclodextrina y acidos como vehiculos. Por
otra parte, los farmacos hidréfobos tienen estabilidad baja in vivo principalmente debido a su solubilidad acuosa baja.
Para mejorar la solubilidad acuosa de farmacos hidrofobos, la Publicacion de Patente Internacional N° WO
04/064731 emplea un lipido como un vehiculo. Sin embargo, hasta la fecha, no existen informes del uso de un
fragmento Fc de inmunoglobulina como un vehiculo de farmaco.

Tipicamente, dado que los polipéptidos se desnaturalizan con relativafacilidad debido a su estabilidad baja, se
degradan mediante enzimas proteoliticas en la sangre y se eliminan faciimente a través del rifion o el higado, los
medicamentos de proteina, que incluyen polipéptidos como componentes farmacéuticamente eficaces, necesitan
administrarse frecuentemente a pacientes para mantener las concentraciones y los titulos del nivel en sangre
deseados. Sin embargo, esta administracion frecuente de medicamentos de proteina, especialmente a través de la
inyeccion provoca dolor a los pacientes. Para resolver estos problemas, se han realizado muchos esfuerzos para
mejorar la estabilidad en suero de farmacos de proteina y mantener los farmacos en la sangre a niveles elevados
durante un periodo de tiempo prolongado y de esta forma maximizar la eficacia farmacéutica de los farmacos. Las
composiciones farmacéuticas con actividad sostenida, por lo tanto, necesitan aumentar la estabilidad de farmacos de
proteina y mantener los titulos a niveles suficientemente elevados sin causar respuestas inmunes en los pacientes.

Para estabilizar las proteinas y evitar la degradacion enzimatica y la eliminacién por los rifiones, se usoé
convencionalmente un polimero que tiene una solubilidad elevada, tal como polietilenglicol (denominado en lo
sucesivo en el presente documento simplemente “PEG”), para modificar quimicamente la superficie de un farmaco
de proteina. Mediante la unién a regiones especificas o diversas de una proteina diana, PEG estabiliza la proteina y
evita la hidrdlisis, sin causar efectos secundarios graves (Sada y col., J. Fermentation Bioengineering 71: 137-139,
1991). Sin embargo, a pesar de su capacidad de potenciar la estabilidad de proteina, este acoplamiento a PEG tiene
problemas tales como que reduce enormemente el numero de titulos de proteinas fisiolégicamente “activas”.
Ademas el rendimiento disminuye con el peso molecular creciente de PEG debido a la reactividad reducida con las
proteinas.

Recientemente, se han sugerido conjugados de polimero-farmaco de proteina. Por ejemplo, como se describe en la
Patente de Estados Unidos N° 5.738.846, un conjugado se puede preparar enlazando un farmaco de proteina
idéntico a ambos extremos de PEG para mejorar la actividad del farmaco de proteina. También, como se describe
en la Publicacion de Patente Internacional N° WO 92/16221, dos farmacos de proteina diferentes se pueden enlazar
a ambos extremos de PEG para proporcionar un conjugado que tiene dos actividades diferentes. Sin embargo, los
procedimientos anteriores no fueron muy exitosos para mantener la actividad de los farmacos de proteina.

Por otra parte, Kinstler y col. informaron que una proteina de fusién preparada acoplando un factor estimulante de
colonia de granulocitos (G-CSF) a albumina humana mostré estabilidad mejorada (Kinstler y col., Pharmaceutical
Research 12 (12): 1883-1888, 1995). Sin embargo, en esta publicacion, ya que el farmaco modificado que tiene una
estructura de G-CSF-PEG, mostré unicamente un aumento de aproximadamente cuatro veces en el tiempo de
residencia en el organismo y un aumento ligero en la semivida en suero en comparacioén con la administracion Unica
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del G-CSF nativo, no se ha industrializado como una formulacién de accién prolongada eficaz para farmacos de
proteina.

Un procedimiento alternativo para mejorar la estabilidad in vivo de proteinas fisioldgicamente activas es enlazando
un gen de proteina fisiolégicamente activa a un gen que codifica una proteina que tiene estabilidad en suero elevada
mediante tecnologia de recombinacion genética y cultivando las células transfectadas con el gen recombinante para
producir una proteina de fusién. Por ejemplo, una proteina de fusidon se puede preparar conjugando albumina, una
proteina que se conoce que es la mas eficaz para potenciar la estabilidad de proteina, o su fragmento a una proteina
fisioldgicamente activa de interés mediante recombinacion genética (Publicaciones de Patente Internacionales N°
WO 93/15199 y WO 93/15200, Publicacion de Patente Europea N° 413.622). Una proteina de fusién de interferén-
alfa y albumina, desarrollada por la Compafia de Ciencias del Genoma Humano y comercializada bajo el nombre
comercial de ‘Albuferonw’, aument6 la semivida de 5 horas a 93 horas en monos, pero se conocia que era
problematica debido a que reducia la actividad in vivo a menos del 5% de interferén alfa no modificado (Osborn y
col., J. Phar. Exp. Ther. 303(2): 540-548, 2002).

Se aplicaron tecnologias de ADN recombinante para fusionar un farmaco de proteina a un fragmento Fc de
inmunoglobulina. Por ejemplo, interferon (Publicacion de Patente Coreana abierta a Consulta por el Publico N° 2003-
9464) y receptor de interleuquina 4, receptor de interleuquina 7 o receptor de eritropoyetina (EPO) (Registro de
Patente Coreana N° 249572) se expresaron previamente en mamiferos en una forma fusionada a un fragmento Fc
de inmunoglobulina. La Publicaciéon de Patente Internacional N° WO 01/03737 describe una proteina de fusion que
comprende una citoquina o un factor del crecimiento unido a un fragmento Fc de inmunoglobulina a través de enlace
peptidico. Ademas, la Patente de Estados Unidos N° 5.116.964 desvela proteinas fusionadas al extremo amino o
carboxilo terminal de un fragmento Fc de inmunoglobulina mediante recombinacion genética. La Patente de Estados
Unidos N° 5.349.053 desvela una proteina de fusidon que comprende IL-2 fusionada a un fragmento Fc de
inmunoglobulina a través de enlace peptidico. Otros ejemplos de proteinas de fusidon de Fc preparadas mediante
recombinacién genética incluyen una proteina de fusion de interferon beta o su derivado y un fragmento Fc de
inmunoglobulina (Publicacion de Patente Internacional N° WO 00/23472) y una proteina de fusién de receptor de IL-
5 y un fragmento Fc de inmunoglobulina (Patente de Estados Unidos N° 5.712.121), una proteina de fusién de
interferon alfa y el fragmento Fc de inmunoglobulina G4 (Patente de Estados Unidos N° 5.723.125) y una proteina de
fusién de proteina CD4 y el fragmento Fc de inmunoglobulina G2 (Patente de Estados Unidos N° 6.451.313) .

Las técnicas que implican la modificacion de restos de aminoacido de un fragmento Fc de inmunoglobulina también
se conocen. Por ejemplo, la Patente de Estados Unidos N° 5.605.690 desvela una proteina de fusion de TNFR-IgG1
Fc, que se prepara mediante recombinacion genética usando un fragmento Fc de IgG1 que tiene alteraciones de
aminoacidos en la regién de uniéon de complemento o la region de unién de receptor. También, otros procedimientos
para preparar una proteina de fusién usando un fragmento Fc de inmunoglobulina modificado mediante
recombinacion genética se desvelan en las Patentes de Estados Unidos N° 6.277.375, 6.410.008 y 6.444.792.

Tales proteinas de fusion de Fc producidas mediante recombinacion genética tienen las siguientes desventajas: la
fusion de proteina ocurre Unicamente en una region especifica de un fragmento Fc de inmunoglobulina, que esta en
un extremo amino o carboxilo terminal; se producen Unicamente formas homodiméricas y no formas monoméricas; y
una fusién podria tener lugar Unicamente entre las proteinas glicosiladas o entre las proteinas aglicosiladas y es
imposible preparar una proteina de fusién compuesta de una proteina glicosilada y una proteina aglicosilada.
Ademas, una nueva secuencia de aminoacidos creada mediante la fusién puede desencadenar respuestas inmunes
y una region de engarce se puede volver susceptible a degradacion proteolitica.

El documento WO 02/066514 A desvela simplemente proteinas de fusién de polipéptidos farmacéuticamente activos
y fragmentos Fc, en los que la unién entre los mismos se forma mediante fusion recombinante. El documento WO
02/066514 A es totalmente silente con respecto a un conjugado de no fusion de fragmento Fc de IgG -polipéptido.

El documento US-A-5 045 312 se refiere a un uso terapéutico de un GH fisioldgicamente activo conjugado a un
ligando, particularmente un ligando de IgG, donde dicho GH se une a dicho ligando mediante un agente de
entrecruzamiento que tiene dos grupos reactivos. El documento US-A-5 045 312 simplemente usa IgG como el
anticuerpo completo, no como un fragmento de Fc para un ligando para mejorar la actividad de GH, el documento
USA-5 045 312 desvela unicamente un conjugado de una IgG y GH enlazados mediante un engarce quimico.

El documento WO 01/81415 A2 se refiere a un agente terapéutico que modula las actividades de PTH (paratiroides)
y THrP (proteina relacionada con la paratiroides) y desvela un dominio Fc como un vehiculo deseable y que se
puede usar un engarce no peptidico. Sin embargo, el documento WO 01/81415 A2 desvela Unicamente conjugados
de PTH-Fc y PTHrP-Fc producidos como una proteina de fusion mediante un procedimiento recombinante, pero no
ensefa o sugiere un conjugado de PTH-engarce-Fc en el que se usa un engarce no peptidico.

Para resolver estos problemas, los inventores de la presente solicitud condujeron una investigacion y llegaron al
conocimiento de que, cuando un farmaco se administra en forma como estando enlazado a un fragmento Fc de IgG,
el farmaco tiene estabilidad in vivo mejorada a la vez que muestra una reduccion minima de la actividad in vivo.
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Divulgacion de la invenciéon

Por lo tanto, es un objeto de la presente invencidon proporcionar una composicion farmacéutica que comprende un
fragmento Fc de inmunoglobulina como un vehiculo, en el que dicho fragmento Fc de inmunoglobulina esta unido
covalentemente a un farmaco que es un polipéptido fisioldgicamente activo a través de un engarce no peptidico, en
el que el enlace entre el fragmento Fc de inmunoglobulina y el farmaco no es una fusidon mediante recombinacion
genética y en el que el engarce no peptidico se selecciona entre el grupo que consiste en poli(etilenglicol) (PEG),
poli(propilenglicol), copolimeros de etilenglicol y propilenglicol, polioles polioxietilados, alcohol polivinilico,
polisacaridos, dextrano, polivinil éter, polimeros biodegradables, polimeros lipidicos, quitinas y acido hialuronico.

Es otro objeto de la presente invencion proporcionar un procedimiento para mejorar la duracion in vivo de la accion
de un farmaco mediante el uso in vitro de un fragmento Fc de inmunoglobulina como un vehiculo.

Breve descripcion de los dibujos

El objeto anterior y otros objetos, caracteristicas y ventajas de la presente invencion se comprenderan mas
claramente a partir de la siguiente descripcion detallada tomada junto con los dibujos adjuntos, en los cuales:

La FIGURA 1 muestra los resultados de cromatografia de un fragmento Fc de inmunoglobulina obtenido
mediante escision de una inmunoglobulina con papaina;

La FIGURA 2 muestra los resultados de SDS-PAGE de un fragmento Fc de inmunoglobulina purificado (M:
marcador de tamafio molecular, carril 1: IgG, carril 2: Fc);

La FIGURA 3 muestra los resultados de SDS-PAGE de conjugados de IFNa-PEG-Fc (A), ' Ser-G-CSF-
PEG-Fc (B) y EPO-PEG-Fc (C), que se generan mediante una reaccion de acoplamiento (M: marcador de
tamafio molecular, carril 1: Fc, carril 2: proteina fisioldgicamente activa, carril 3: conjugado de proteina
fisiolégicamente activa-PEG-Fc);

La FIGURA 4 muestra los resultados de cromatografia de exclusién por tamafio de un conjugado de IFNa-
PEG-Fc que se purifica después de una reacciéon de acoplamiento;

La FIGURA 5 muestra los resultados de espectrometria de masas MALDI-TOF de un conjugado de EPO-
PEG-Fc;

Las FIGURAS 6a y 6b muestran los resultados de espectrometria de masas MALDI-TOF y analisis de SDS-
PAGE, respectivamente, de un Fc de inmunoglobulina nativo y un Fc de inmunoglobulina desglicosilado
(DG Fc);

La FIGURA 7 muestra los resultados de espectrometria de masas MALDI-TOF de un conjugado de IFNa-
PEG-Fc y un conjugado de IFNa-PEG-DG Fg;

Las FIGURAS 8a a 8c muestran los resultados de HPLC de fase inversa de conjugados de IFNa-PEG-Fc,
IFNa-PEG-DG Fc e IFNa-PEG-derivado de AG Fc recombinante;

La FIGURA 9 es un grafico que muestra los resultados de analisis de farmacocinética de un IFNa nativo, un
complejo de IFNa-40K PEG, un conjugado de IFNa-PEG-albumina y un conjugado de IFNa-PEG-Fc;

La FIGURA 10 es un grafico que muestra los resultados de analisis de farmacocinética de una EPO nativa,
una EPO altamente glicosilada, un conjugado de EPO-PEG-Fc y un conjugado de EPO-PEG-AG Fc;

La FIGURA 11 es un grafico que muestra los resultados de analisis de farmacocinética de conjugados de
IFNa-PEG-Fc, IFNo-PEG-DG Fc e IFNo-PEG-AG Fc recombinante;

La FIGURA 12 es un grafico que muestra la farmacocinética de un Fab’, un complejo de Fab’-S-40K PEG,
un conjugado de Fab’-N-PEG-N-Fc y un conjugado de Fab’-S-PEG-N-Fc;

La FIGURA 13 es un grafico que muestra las actividades in vivo de Fab’, un complejo de Fab’-S-40K PEG,
un conjugado de Fab’-N-PEG-N-Fc y un conjugado de Fab’-S-PEG-N-Fc;

La FIGURA 14 es un grafico que muestra los resultados de comparacion de subclases de IgG humana para
afinidad de union al complemento de Clq; y

La FIGURA 15 es un grafico que muestra los resultados de comparacion de un Fc glicosilado, un Fc DG
desglicosilado enzimaticamente y un conjugado de interferén-PEG-vehiculo donde el vehiculo es AG Fc
producido por E. coli para afinidad de unién al complemento de Clq.

Mejor modo de llevar a cabo la invenciéon

En un aspecto, la presente invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un fragmento Fc de
inmunoglobulina como un vehiculo.

El término “vehiculo”, como se usa en el presente documento, se refiere a una sustancia enlazada a un farmaco, que
tipicamente aumenta, disminuye o elimina la actividad fisiologica del farmaco mediante la unién al farmaco. Sin
embargo, con respecto a los objetos de la presente invencion un vehiculo se emplea en la presente invencion para
minimizar una reduccion en la actividad fisiolégica de un farmaco de interés, enlazado al vehiculo, a la vez que se
potencia la estabilidad in vivo del farmaco.

Para conseguir los objetos de la presente invencion, la presente invencion se caracteriza por el empleo de un
fragmento Fc de inmunoglobulina como un vehiculo.
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El fragmento Fc de inmunoglobulina es de uso seguro como un vehiculo de farmaco debido a que es un polipéptido
biodegradable que se metaboliza en el organismo. También, el fragmento Fc de inmunoglobulina tiene un peso
molecular relativamente bajo en comparacién con la molécula de inmunoglobulina completa, siendo por tanto
provechoso en la preparacion, purificaciéon y produccion de conjugados a partir del mismo. Ademas, debido a que el
fragmento Fc de inmunoglobulina no contiene el fragmento Fab, cuya secuencia de aminoacidos difiere entre
subclases de anticuerpo y que por tanto es altamente no homogénea, el mismo puede aumentar enormemente la
homogeneidad de sustancias y ser menos antigénico.

La expresion “fragmento Fc de inmunoglobulina”, como se usa en el presente documento, se refiere a una proteina
que contiene la region constante de cadena pesada 2 (CH2) y la region constante de cadena pesada 3 (Cx3) de una
inmunoglobulina y no las regiones variables de las cadenas pesada y ligera, la regiéon constante de cadena pesada 1
(Cu1) y la region constante de cadena ligera 1 (C.1) de la inmunoglobulina. El mismo puede incluir ademas la region
bisagra en la region constante de cadena pesada. También, el fragmento Fc de inmunoglobulina de la presente
invencion puede contener una parte de toda la region constante de cadena pesada 1 (Cy1) y/o la regidon constante
de cadena ligera 1 (C.1), con la excepcion de las regiones variables de las cadenas pesada y ligera. También,
siempre y cuando el mismo tenga una funcion fisioldgica sustancialmente similar a o mejor que la proteina nativa, el
fragmento Fc de IgG puede ser un fragmento que tiene una supresion en una parte relativamente larga de la
secuencia de aminoacidos de Cx2 y/o Cx3. Es decir, el fragmento Fc de inmunoglobulina de la presente invencion
puede comprender 1) un dominio Cy1, un dominio Cx2, un dominio Cy3 y un dominio Cx4, 2) un dominio Cn1 y un
dominio Cy2, 3) un dominio Cy1 y un domino Cy3, 4) un dominio Cx2 y un dominio Cx3, 5) una combinacion de uno
o mas dominios y una region bisagra de inmunoglobulina (o una parte de la regién bisagra) y 6) un dimero de cada
dominio de las regiones constantes de cadena pesada y la regidon constante de cadena ligera.

El fragmento Fc de la presente invencion incluye una secuencia de aminoacidos nativa y derivados de secuencia
(mutantes) de la misma. Un derivado de secuencia de aminoacidos es una secuencia que es diferente de la
secuencia de aminoacidos nativa debido a una supresién, una insercién, una sustituciéon no conservativa o
conservativa o combinaciones de las mismas de uno o mas restos de aminoacidos. Por ejemplo, en un Fc de IgG,
los restos de aminoacidos que se conoce que son importantes en la union, en las posiciones 214 a 238, 297 a 299,
318 a 322 0 327 a 331, se pueden usar como una diana adecuada para modificacion. También, son posibles otros
derivados diferentes, incluyendo uno en el cual se suprime una region capaz de formar un enlace disulfuro o
determinados restos de aminoacidos se eliminan en el extremo N terminal de una forma nativa de Fc o un resto de
metionina se afiade al mismo. Ademas, para eliminar funciones efectoras, se puede producir una supresiéon en un
sitio de unién a complemento, tal como un sitio de unién a Clq y un sitio ADCC. Las técnicas para preparar tales
derivados de secuencia del fragmento Fc de inmunoglobulina se desvelan en las Publicaciones de Patente
Internacional N° WO 97/34631 y WO 96/32478.

Los intercambios de aminoacidos en proteinas y péptidos, que no alteran generalmente la actividad de las proteinas
o péptidos se conocen en la técnica (H. Neurath, R. L. Hill, The Proteins, Academic Press, Nueva York, 1979). Los
intercambios que ocurren mas comunmente son Ala/Ser, Val/lle, Asp/Glu, Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr, Ser/Asn, Ala/Val,
Ser/Gly, Thy/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/Asn, Leu/lle, Leu/Val, Ala/Glu y Asp/Gly, en ambas direcciones.

Ademas, el fragmento Fc, si se desea, se puede modificar mediante fosforilacion, sulfatacion, acrilacion,
glicosilacion, metilacion, farnesilacion, acetilacion, amidacion y similares.

Los derivados de Fc mencionados anteriormente son derivados que tienen una actividad biologica idéntica al
fragmento Fc de la presente invencion o estabilidad estructural mejorada, por ejemplo, frente al calor, pH o similares.

Ademas, estos fragmentos Fc se pueden obtener a partir de formas nativas aisladas a partir de seres humanos y
otros animales incluyendo vacas, cabras, cerdos, ratones, conejos, hamster, ratas y cobayas o pueden ser
recombinantes o derivados de los mismos, obtenidos a partir de células animales o microorganismos transformados.
En el presente documento, los mismos se pueden obtener a partir de una inmunoglobulina nativa aislando las
inmunoglobulinas completas a partir de organismos humanos o animales y tratandolas con una enzima proteolitica.
La papaina digiere la inmunoglobulina nativa en fragmentos Fab y Fc y el tratamiento con pepsina da como resultado
la produccion de fragmentos pF'cy F (ab’) 2. Estos fragmentos se pueden someter, por ejemplo, a cromatografia de
exclusién por tamafio para aislar Fc o pF'c.

Preferentemente, un fragmento Fc obtenido de humano es un fragmento Fc de inmunoglobulina recombinante que
se obtiene a partir de un microorganismo.

Ademas, el fragmento Fc de inmunoglobulina de la presente invencion puede estar en forma de tener cadenas de
azucar nativas, cadenas de azlcar aumentadas en comparacion con una forma nativa o cadenas de azlcar
producidas en comparacion con la forma nativa o puede estar en una forma desglicosilada. El aumento, la reduccion
o la eliminacion de las cadenas de azucar de Fc de inmunoglobulina se puede conseguir mediante procedimientos
comunes en la técnica, tales como un procedimiento quimico, un procedimiento enzimatico y un procedimiento de
ingenieria genética usando un microorganismo. La eliminacion de cadenas de azlcar a partir de un fragmento Fc da
como resultado la reducciéon aguda en la afinidad de union a la parte C1q del primer componente de complemento
C1 y una reduccion o pérdida de la citotoxicidad mediada por células dependiente de anticuerpo (ADCC) o
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citotoxicidad dependiente de complemento (CDC), no induciendo de este modo respuestas inmunes innecesarias in
vivo. Con respecto a esto, un fragmento Fc de inmunoglobulina en una forma desglicosilada o aglicosilada puede ser
mas adecuado para el objeto de la presente invencién como un vehiculo de farmaco.

Como se usa en el presente documento, el término “desglicosilacion” se refiere a que restos de azicar se eliminan
enzimaticamente de un fragmento Fc y el término “aglicosilacion” significa que un fragmento Fc se produce en una
forma no glicosilada por un procariota, preferentemente E. coli.

Por otra parte, el fragmento Fc de inmunoglobulina se puede obtener a partir de seres humanos u otros animales
incluyendo vacas, cabras, cerdos, ratones, conejos, hamster, ratas y cobayas y preferentemente seres humanos.
Ademas, el fragmento Fc de inmunoglobulina puede ser un fragmento Fc que se obtiene a partir de IgG, IgA, IgD,
IgE e IgM, o que se prepara mediante combinaciones de las mismas o hibridos de las mismas. Preferentemente, se
obtiene a partir de IgG o IgM, que esta entre las proteinas mas abundantes en sangre humana y mas
preferentemente a partir de IgG, que se conoce que potencia las semividas de proteinas de union a ligando.

Por otra parte, el término “combinacion”, como se usa en el presente documento, significa que los polipéptidos que
codifican fragmentos Fc de inmunoglobulina de cadena unica del mismo origen se enlazan a un polipéptido de
cadena Unica de un origen diferente para formar un dimero o multimero. Es decir, un dimero o multimero se puede
formar a partir de dos o mas fragmentos seleccionados entre el grupo que consiste en fragmentos Fc de IgG1, Fc de
IgG2, Fc de IgG3 y Fc de IgG4.

El término “hibrido” como se usa en el presente documento, significa que las secuencias que codifican dos o mas
fragmentos Fc de inmunoglobulina de origen diferente estan presentes en un fragmento Fc de inmunoglobulina de
cadena unica. En la presente invencion, son posibles también diversos tipos de hibridos. Es decir, los hibridos de
dominio pueden estar compuestos de uno a cuatro dominios seleccionados entre el grupo que consiste en CH1,
CH2, CH3 y CH4 de Fc de IgG1, Fc de 1IgG2, Fc de IgG3 y Fc de IgG4 y pueden incluir la region bisagra.

Por otra parte, IgG se divide en subclases IgG1, 1IgG2, IgG3 e IgG4 y la presente invencion incluye combinaciones e
hibridos de las mismas. Se prefieren las subclases IgG2 e IgG4 y el mas preferido es el fragmento Fc de 1IgG4 que
rara vez tiene funciones efectoras tales como CDC (citotoxicidad dependiente de complemento) (véanse las
FIGURAS 14y 15).

Es decir, como el vehiculo de farmaco de la presente invencion, el fragmento Fc de inmunoglobulina mas preferible
es un fragmento Fc no glicosilado obtenido de IgG4 humana. El fragmento Fc obtenido de humano es mas preferible
que un fragmento Fc obtenido de no humano, el cual puede actuar como un antigeno en el cuerpo humano y causar
respuestas inmunes indeseables tales como la produccién de un nuevo anticuerpo frente al antigeno.

El fragmento Fc de inmunoglobulina de la presente invencion, preparado como se ha descrito anteriormente, actia
como un vehiculo de farmaco y forma un conjugado con un farmaco.

El término “conjugado de farmaco” o “conjugado”, como se usa en el presente documento, significa que uno o mas
farmacos estan unidos a uno o mas fragmentos Fc de inmunoglobulina.

El término “farmaco”, como se usa en el presente documento, se refiere a una sustancia que presenta actividad
terapéutica cuando se administra a seres humanos o animales y el farmaco es un farmaco polipeptidico.

Las expresiones “polipéptido fisioldgicamente activo”, “proteina fisioldgicamente activa”, “polipéptido activo”,
“farmaco polipeptidico” y “farmaco de proteina”, como se usan en el presente documento, son intercambiables en
sus significados y se caracterizan en que los mismos estan en una forma fisiolégicamente activa que muestra
diversas funciones fisiolégicas in vivo.

El farmaco polipeptidico tiene una desventaja de ser incapaz de mantener la accion fisioldgica durante un periodo
largo de tiempo debido a su propiedad de desnaturalizarse o degradarse facilmente por enzimas proteoliticas
presentes en el organismo. Sin embargo, cuando el farmaco polipeptidico se conjuga al fragmento Fc de
inmunoglobulina de la presente invencion para formar un conjugado, el farmaco tiene estabilidad estructural y
semivida de degradacion aumentadas. También, el polipéptido conjugado al fragmento Fc tiene una reduccion
mucho menor en actividad fisiolégica que otras formulaciones de farmaco polipeptidico conocidas. Por lo tanto, en
comparacion con la biodisponibilidad in vivo de farmacos polipeptidicos convencionales, el conjugado del polipéptido
y el fragmento Fc de inmunoglobulina de acuerdo con la presente invencién se caracteriza por tener
biodisponibilidad in vivo mejorada de forma marcada. Esto también se describe claramente a través de realizaciones
de la presente invencion. Es decir, cuando se enlazan al fragmento Fc de inmunoglobulina de la presente invencion,
IFNa, G-CSF, hGH y otros farmacos de proteina presentaron un aumento de aproximadamente dos a seis veces en
la biodisponibilidad in vivo en comparacion con sus formas convencionales conjugadas a PEG en solitario o tanto a
PEG como a albumina (Tablas 8, 9y 10).

Por otra parte, la unién de una proteina y el fragmento Fc de inmunoglobulina de la presente invencion se

caracteriza porque no es una fusion mediante un procedimiento de recombinaciéon convencional. Una forma de
fusion del fragmento Fc de inmunoglobulina y un polipéptido activo usado como un farmaco mediante un
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procedimiento de recombinacién se obtienen de una forma tal que el polipéptido se enlaza al extremo N o extremo C
del fragmento Fc y, por tanto, se expresa y pliega como un polipéptido Unico a partir de una secuencia de
nucleétidos que codifica la forma de fusion.

Esto produce una reducciéon marcada en la actividad de la proteina de fusion resultante debido a que la actividad de
una proteina como una sustancia fisioldgicamente funcional esta determinada por la conformacién de la proteina.
Por tanto, cuando un farmaco polipeptidico se fusiona con Fc mediante un procedimiento de recombinacién, no
existe un efecto con respecto a la biodisponibilidad in vivo incluso cuando la proteina de fusién tiene estabilidad
estructural aumentada. También debido a que una proteina de fusion de este tipo con frecuencia tiene un
plegamiento defectuoso y por tanto se expresa como cuerpos de inclusion, el procedimiento de fusion es poco
rentable para la produccion de proteina y rendimiento de aislamiento. Ademas, cuando la forma activa de un
polipéptido esta en una forma glicosilada, el polipéptido deberia expresarse en células eucariotas. En este caso, Fc
también esta glicosilado y esta glicosilacion puede provocar respuestas inmunes no adecuadas in vivo.

Es decir, unicamente la presente invencion hace posible producir un conjugado de un polipéptido glicosilado activo y
un fragmento Fc de inmunoglobulina aglicosilado y supera todos los problemas mencionados anteriormente,
incluyendo mejorar el rendimiento de produccion de proteina, debido a que los dos componentes del complejo se
preparan individualmente y se aislan mediante los mejores sistemas.

Los ejemplos no limitantes de farmacos de proteina capaces de conjugarse con el fragmento Fc de inmunoglobulina
de la presente invencion incluyen hormona del crecimiento humana, hormona de liberacion de la hormona del
crecimiento, péptido de liberacion de la hormona del crecimiento, interferones y receptores de interferén (por
ejemplo, interferdn a, B y v, receptor de interferon de tipo | soluble en agua, etc.), factor estimulante de colonias de
granulocitos (G-CSF), factor estimulante de colonias de macroéfagos y granulocitos (GM-CSF), péptidos similares a
glucagoén (por ejemplo, GLP-1, etc.), receptor acoplado a proteina G, interleuquinas (por ejemplo, interleuquina -1, -
2,-3,-4,-5,-6,-7,-8,-9, -10, -11, -12, -13, -14, -15, -16, -17, -18, -19, -20, -21, -22, -23, -24, -25, -26, -27, -28, -29, -
30, etc.) y receptores de interleuquina (por ejemplo, receptor de IL-1, receptor de IL-4, etc.), enzimas (por ejemplo,
glucocerebrosidasa, iduronato-2-sulfatasa, alfa-galactosidasa-A, agalsidasa alfa y beta, alfa-L-iduronidasa,
butirilcolinesterasa, quitinasa, glutamato descarboxilasa, imiglucerasa, lipasa, uricasa, acetil hidrolasa del factor
activador de plaquetas, endopeptidasa neutra, mieloperoxidasa, etc.), proteinas de union a interleuquina y citoquina
(por ejemplo, IL-18bp, proteina de unidn a TNF, etc.), factor activador de macréfagos, péptido de macréfagos, factor
de células B, factor de células T, proteina A, inhibidor de alergia, glicoproteinas de necrosis celular, inmunotoxina,
linfotoxina, factor de necrosis tumoral, supresores tumorales, factor del crecimiento de metastasis, antitripsina alfa-1,
albumina, alfa-lactalbumina, apolipoproteina-E, eritropoyetina, eritropoyetina altamente glicosilada, angiopoyetinas,
hemoglobina, trombina, péptido activador de receptor de trombina, trombomodulina, factor VII, factor Vlla, factor VIlI,
factor 1X, factor XIll, factor activador de plasminégeno, péptido de union a fibrina, uroquinasa, estreptoquinasa,
hirudina, proteina C, proteina C reactiva, inhibidor de renina, inhibidor de colagenasa, superéxido dismutasa, leptina,
factor del crecimiento derivado de plaquetas, factor del crecimiento epitelial, factor del crecimiento epidérmico,
angiostatina, angiotensina, factor del crecimiento 6seo, proteina estimulante del hueso, calcitonina, insulina,
atriopeptina, factor inductor de cartilago, elcatonina, factor activador de tejido conectivo, inhibidor de la ruta del factor
tisular, hormona foliculoestimulante, hormona luteinizante, hormona de liberacion de hormona luteinizante, factores
de crecimiento nerviosos (por ejemplo, factor del crecimiento nervioso, factor neurotréfico ciliar, factor de axogénesis
1, péptido natriurético cerebral, factor neurotréfico obtenido de la glia, netrina, factor inhibidor de neutréfilo, factor
neurotréfico, neuturina, etc.), hormona paratiroidea, relaxina, secretina, somatomedina, factor del crecimiento similar
a insulina, hormona adrenocortical, glucagén, colecistoquinina, polipéptido pancreatico, péptido de liberacion de
gastrina, factor de liberacion de corticotropina, hormona estimulante de tiroides, autotaxina, lactoferrina, miostatina,
receptores (por ejemplo, TNFR (P75), TNFR (P55), receptor de IL-1, receptor de VEGF, receptor de factor activador
de células B, etc.), antagonistas de receptor (por ejemplo, IL1-Ra etc.), antigenos de superficie celular (por ejemplo,
CD 2, 3, 4,5, 7, 11a, 11b, 18, 19, 20, 23, 25, 33, 38, 40, 45, 69, etc.), antigenos de vacuna de virus, anticuerpos
monoclonales, anticuerpos policlonales, fragmentos de anticuerpo (por ejemplo, scFv, Fab, Fab’, F (ab’) 2 y Fd) y
antigenos de vacuna obtenidos de virus. Un fragmento de anticuerpo puede ser Fab, Fab’, F (ab’) 2, Fd o scFv, que
es capaz de unirse a un antigeno especifico y preferentemente Fab’. Los fragmentos Fab contienen el domino
variable (V) y el dominio constante (C.) de la cadena ligera y el domino variable (V) y el primer dominio constante
(Cu1) de la cadena pesada. Los fragmentos Fab’ difieren de los fragmentos Fab en términos de adiciéon de varios
restos de aminoacidos incluyendo uno o mas restos de cisteina desde la region bisagra al extremo carboxilo del
dominio Cu1. Los fragmentos Fd comprenden unicamente el dominio V4 y Cx1 y los fragmentos F (ab’) 2 se
producen como un par de fragmentos Fab’ mediante enlace de disulfuro o una reaccion quimica. Los fragmentos
scFv (Fv de cadena unica) comprenden los dominios V| y Vy que estan unidos entre si mediante un engarce
peptidico y por tanto estan presentes en una cadena polipeptidica Unica.

En particular, los polipéptidos fisiolégicamente activos preferidos son aquellos que requieren dosificacion frecuente
tras la administracion al organismo para terapia o prevencidon de enfermedades, que incluyen hormona del
crecimiento humano, interferones (interferon o, B y y, etc.), factor estimulante de colonias de granulocitos,
eritropoyetina (EPO) y fragmentos de anticuerpo. Ademas, determinados derivados estan incluidos en el alcance de
los polipéptidos fisiolégicamente activos de la presente invencion siempre y cuando los mismos tengan funcion,
estructura, actividad o estabilidad sustancialmente idéntica a o mejorada en comparacioén con las formas nativas de
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los polipéptidos fisiologicamente activos. En la presente invencion, el farmaco polipeptidico mas preferible es
interferon alfa.

Ademas de los farmacos polipeptidicos, otros farmacos también estan disponibles en la presente invencion. Los
ejemplos no limitantes de estos farmacos incluyen antibidticos seleccionados entre los derivados y mezclas de
tetraciclina, minociclina, doxiciclina, ofloxacina, levofloxacina, ciprofloxacina, claritromicina, eritromicina, cefaclor,
cefotaxima, imipenem, penicilina, gentamicina, estreptomicina, vancomicina y similares; agentes anticancer
seleccionados entre derivados y mezclas de metotrexato, carboplatino, taxol, cisplatino, 5-fluorouracilo,
doxorrubicina, etopdsido, paclitaxel, camtotecina, citosina arabindsido y similares; agentes antiinflamatorios
seleccionados entre derivados y mezclas de indometacina, ibuprofeno, ketoprofeno, piroxicam, probiprofeno,
diclofenaco y similares; agentes antivirales seleccionados entre derivados y mezclas de aciclovir y robavina; y
agentes antibacterianos seleccionados entre derivados y mezclas de ketoconazol, itroconazol, fluconazol,
amfotericina B y griseofulvina.

Por otra parte, el fragmento Fc de inmunoglobulina de la presente invencion es capaz de formar un conjugado
enlazado a un farmaco a través de un engarce.

Este engarce es un engarce no peptidico y de forma mas preferida es un polimero no peptidico.

El término “engarce peptidico”, como se usa en el presente documento, significa aminoacidos y preferentemente 1 a
20 aminoacidos, que se enlazan de forma lineal entre si mediante enlace peptidico y que pueden estar en una forma
glicosilada. Con respecto a los objetos de la presente invencion, se prefiere una forma aglicosilada. Este engarce
peptidico es preferentemente un péptido que tiene una unidad de repeticion de Gly y Ser, que es inmunolégicamente
inactiva para células T.

El término “polimero no peptidico”, como se usa en el presente documento, se refiere a un polimero biocompatible
que incluye dos o mas unidades de repeticion enlazadas entre si mediante un enlace covalente excluyendo el enlace
peptidico. El polimero no peptidico incluye poli(etilenglicol), poli(propilenglicol), copolimeros de etilenglicol y
propilenglicol, polioles polioxietilados, alcohol polivinilico, polisacaridos, dextrano, polivinil éter, polimeros
biodegradables tales como PLA (acido poli(lactico) y PLGA (acido poli(lactico-glicolico)), polimeros lipidicos, quitinas
y acido hialurénico. El mas preferido es poli(etilenglicol) (PEG).

El conjugado de la presente invencion, fragmento Fc de inmunoglobulina-farmaco o fragmento Fc de
inmunoglobulina-engarce-farmaco, se prepara a diversas proporciones molares. Es decir, el nimero del fragmento
Fc de inmunoglobulina y/o engarce unido a un farmaco polipeptidico Unico no esta limitado. Sin embargo,
preferentemente, en el conjugado de farmaco de la presente invencion, el farmaco y el fragmento Fc de
inmunoglobulina se conjugan entre si a una proporcion molar de 1:1 a 10:1 y preferentemente 1:1 a 2:1.

Ademas, el enlace del fragmento Fc de inmunoglobulina de la presente invencion, un engarce determinado y un
farmaco determinado incluye todos los enlaces covalentes excepto un enlace peptidico formado cuando el fragmento
Fc y un farmaco polipeptidico se expresan como una proteina de fusidon mediante recombinacion genética. Con
respecto a la actividad fisiolégica del farmaco, el enlace se realiza mediante enlaces covalentes.

Adicionalmente, el fragmento Fc de inmunoglobulina de la presente invencion, un engarce determinado y un farmaco
determinado se pueden unir entre si en un sitio determinado del farmaco. Por otra parte, el fragmento Fc de
inmunoglobulina de la presente invencion y un farmaco polipeptidico se pueden enlazar entre si en un extremo N o
extremo C y preferentemente en un grupo libre y un enlace covalente se forma faciimente entre el fragmento Fc de
inmunoglobulina y el farmaco especialmente en un extremo amino terminal, un grupo amino de un resto de lisina, un
grupo amino de un resto de histidina o un resto de cisteina libre.

Por otra parte, el enlace del fragmento Fc de inmunoglobulina de la presente invencién, un engarce determinado y
un farmaco determinado se puede realizar en una direccion determinada. Es decir, el engarce se puede unir al
extremo N, el extremo C o un grupo libre del fragmento Fc de inmunoglobulina y también se puede unir al extremo N,
el extremo C o un grupo libre del farmaco de proteina. Cuando el engarce es un engarce peptidico, el enlace puede
tener lugar en un sitio de unién determinado.

También, el conjugado de la presente invencion se puede preparar usando cualquiera de varios agentes de
acoplamiento conocidos en la técnica. Los ejemplos no limitantes de los agentes de acoplamiento incluyen 1, 1-bis
(diazoacetil)-2-feniletano, glutaradehido, ésteres de N-hidroxisuccinimida tales como ésteres con acido acido 4-
azidosalicilico, imidoésteres incluyendo ésteres de disuccinimidilo tales como 3, 3'-ditiobis (succinimidilpropionato) y
maleimidas bifuncionales tales como bis-N-maleimido-1, 8-octano.

Por otra parte, la composicién farmacéutica de la presente invencion, que comprende un fragmento Fc de
inmunoglobulina como un vehiculo, se puede administrar a través de una diversidad de vias.

El término “administracion”, como se usa en el presente documento, significa la introduccion de una cantidad
predeterminada de una sustancia en un paciente mediante un procedimiento adecuado determinado. El conjugado
de la presente invencion se puede administrar a través de cualquiera de las vias comunes, siempre y cuando sea
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capaz de alcanzar el tejido deseado. Se contempla una diversidad de modos de administracion, incluyendo por via
intraperitoneal, por via intravenosa, por via intramuscular, por via subcutanea, por via intradérmica, por via oral, por
via topica, por via intranasal, por via intrapulmonar y por via intrarrectal, pero la presente invencioén no se limita a
estos modos de administracion ilustrados. Sin embargo, debido a que los péptidos se digieren tras la administracion
oral, los principios activos de una composiciéon para administracién oral deberian revestirse o formularse para
proteccion frente a la degradacion en el estdmago. Preferentemente, la presente composicion se puede administrar
en una forma inyectable. Ademas, la composicion farmacéutica de la presente invencién se puede administrar
usando un aparato determinado capaz de transportar los principios activos a una célula diana.

La composicion farmacéutica que comprende el conjugado de acuerdo con la presente invencion puede incluir un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. Para administracion oral, el vehiculo farmacéuticamente aceptable puede
incluir aglutinantes, lubricantes, disgregantes, excipientes, solubilizantes, agentes de dispersion, estabilizantes,
agentes de suspension, agentes colorantes y perfumes. Para preparaciones inyectables, el vehiculo
farmacéuticamente aceptable puede incluir agentes de tamponamiento, agentes conservantes, analgésicos,
solubilizantes, agentes isotonicos y estabilizantes. Para preparaciones para administracion tépica, el vehiculo
farmacéuticamente aceptable puede incluir bases, excipientes, lubricantes y agentes conservantes. La composicion
farmacéutica de la presente invencion se puede formular en una diversidad de formas de dosificacion en
combinacion con los vehiculos farmacéuticamente aceptables mencionados anteriormente. Por ejemplo, para
administracion oral, la composicién farmacéutica se puede formular en comprimidos, trociscos, capsulas, elixires,
suspensiones, jarabes y obleas. Para preparaciones inyectables, la composicion farmacéutica se puede formular en
una forma de dosificacién unitaria, tal como un recipiente multidosis o una ampolla como una forma de dosificacién
de dosis Unica. La composicion farmacéutica también se puede formular en soluciones, suspensiones, comprimidos,
capsulas y preparaciones de accion prolongada.

Por otra parte, los ejemplos de vehiculos, excipientes y diluyentes adecuados para las formulaciones farmacéuticas
incluyen lactosa, dextrosa, sacarosa, sorbitol, manitol, xilitol, eritritol, maltitol, almidén, goma arabiga, alginato,
gelatina, fosfato de calcio, silicato de calcio, celulosa, metilcelulosa, celulosa microcristalina, polivinilpirrolidona,
agua, metilhidroxibenzoato, propilhidroxibenzoato, talco, estearato de magnesio y aceites minerales. Ademas, las
formulaciones farmacéuticas pueden incluir adicionalmente cargas, agentes anticoagulantes, lubricantes,
humectantes, perfumes, emulsionantes y antisépticos.

Una dosificacion sustancial de un farmaco en combinacion con el fragmento Fc de inmunoglobulina de la presente
invencion como un vehiculo se puede determinar mediante varios factores relacionados incluyendo los tipos de
enfermedades que se tienen que tratar, las vias de administracion, la edad, género, peso del paciente y gravedad de
la enfermedad, asi como también mediante los tipos de farmaco como un componente activo. Debido a que la
composicion farmacéutica de la presente invencion tiene una duracion bastante prolongada de accion in vivo, la
misma tiene la ventaja de reducir enormemente la frecuencia de administracion de medicamentos farmacéuticos.

En otro aspecto, otro objeto de la presente invencion es proporcionar un procedimiento para mejorar la duracién in
vivo de un farmaco mediante el uso in vitro de un fragmento Fc de inmunoglobulina.

En una realizacién de la presente invencion, un conjugado de polipéptido fisioldgicamente activo-PEG-fragmento Fc
de inmunoglobulina ejerce una estabilidad mucho mas elevada que un complejo de polipéptido-PEG o un conjugado
de polipéptido-PEG-albumina. Los analisis de farmacocinética desvelaron que IFNa tiene una semivida en suero
aumentada en aproximadamente 20 veces cuando se une a PEG de 40-kDa (complejo de IFNa-40K PEG) y de
aproximadamente 10 veces en un conjugado de IFNa-PEG-albumina, en comparacion con el IFNa nativo. Por el
contrario, un conjugado de IFNa-PEG-Fc mostré una semivida aumentada de forma notable en aproximadamente 50
veces (véase la Tabla 3). Ademas, el mismo resultado se observé en otras proteinas diana, hormona del crecimiento
humano (hGH), factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) y su derivado ('’S-G-CSF) y eritropoyetina
(EPO). Los conjugados de proteina de acuerdo con la presente invencion, cada uno de los cuales comprende una
proteina diana unida a PEG-Fc, presentaron aumentos de aproximadamente 10 veces en el tiempo de residencia
medio (TRM) y semivida en suero en comparacion con las formas nativas de las proteinas y las formas conjugadas a
PEG o PEG-albumina (véanse, las Tablas 4 a 7).

Ademas, cuando un complejo de PEG-Fc se une a un grupo -SH cerca del extremo C de un Fab’ o al extremo N del
Fab’, el conjugado de Fab’-PEG-Fc resultante presentaba una semivida en suero 2 a 3 veces mas larga que un
complejo de 40K PEG-Fab’ (véase la FIGURA 12).

Ademas, cuando los conjugados de proteina se preparan usando Fc de inmunoglobulina desglicosilado (DG Fc),
donde se han eliminado los restos de azucar y derivados de Fc de inmunoglobulina aglicosilado recombinante (AG
Fc), sus semividas en plasma y actividad in vitro se mantuvieron similares a los conjugados de proteina preparados
usando el Fc nativo (véanse, Tabla 3 y FIGURAS 8 y 11).

Por lo tanto, debido a que los conjugados de proteina de la presente invencién tienen semividas y tiempo de
residencia medio (TRM) extendidos cuando se aplican a una diversidad de polipéptidos fisiol6gicamente activos
incluyendo hormona del crecimiento humana, interferén, eritropoyetina, factor estimulante de colonias o sus
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derivados y derivados de anticuerpo, los mismos son Utiles para desarrollar formulaciones de accién prolongada de
diversos polipéptidos fisiolégicamente activos.

Una mejor comprension de la presente invencion se puede obtener a través de los siguientes ejemplos que se
exponen para ilustrar, pero que no se deben interpretar como los limites de la presente invencion.

Ejemplo 1: Preparacion | de conjugado de IFNa-PEG-fragmento Fc de inmunoglobulina
<Etapa 1> Preparacion de fragmento Fc de inmunoglobulina usando inmunoglobulina

Un fragmento Fc de inmunoglobulina se prepar6 de la forma siguiente. 200 mg de inmunoglobulina G (IgG) de 150-
kDa (Green Cross, Corea) disueltos en tampon de fosfato 10 mM se trataron con 2 mg de enzima proteolitica,
papaina (Sigma) a 37 °C durante 2 h con agitacion suave. Después de la reaccion enzimatica, el fragmento Fc de
inmunoglobulina regenerado de este modo se sometié a cromatografia para purificacion usando de forma secuencial
una columna Superdex, una columna de proteina A y una columna de intercambio catiénico. En detalle, la solucion
de reaccion se cargo en una columna Superdex 200 (Pharmacia) equilibrada con tampén de fosfato de sodio 10 mM
(PBS, pH 7,3) y la columna se eluyé con el mismo tampon a un caudal de 1 ml/min. Las moléculas de
inmunoglobulina (IgG) y de F(ab’)2 que no reaccionaron, que tenian un peso molecular relativamente elevado en
comparacion con el fragmento Fc de inmunoglobulina, se eliminaron usando su propiedad de eluirse antes que el
fragmento Fc de Ig. Los fragmentos Fab que tienen peso molecular similar al fragmento Fc de Ig se eliminaron
mediante cromatografia en columna de proteina A (FIGURA 1). Las fracciones resultantes que contienen el
fragmento Fc de Ig eluidas a partir de la columna de Superdex 200 se cargaron a un caudal de 5 ml/min en una
columna de proteina A (Pharmacia) equilibrada con tampén de fosfato 20 mM (pH 7,0) y la columna se lavé con el
mismo tampdn para eliminar las proteinas no unidas a la columna. Posteriormente, la columna de proteina A se
eluy6 con tampén de citrato de sodio 100 mM (pH 3,0) para obtener fragmento Fc de inmunoglobulina altamente
puro. Las fracciones Fc recogidas a partir de la columna de proteina A se purificaron finalmente usando una columna
de intercambio catiénico (polyCAT, PolyLC Company), en la que esta columna cargada con las fracciones Fc se
eluy6 con un gradiente lineal de NaCl 0,15-0,4 M en tampdn de acetato 10 mM (pH 4,5), proporcionando de ese
modo fracciones Fc altamente puras. Las fracciones Fc altamente puras se analizaron mediante SDS-PAGE al 12%
(carril 2 en la FIGURA 2).

<Etapa 2> Preparacion de complejo de IFNa-PEG

Polietilenglicol de 3,4-kDa que tiene un grupo reactivo aldehido en ambos extremos, ALD-PEG-ALD (Shearwater), se
mezclé con interferon alfa-2b humano (hiIFNa-2b, PM: 20 kDa) disuelto en tampon de fosfato 100 mM en una
cantidad de 5 mg/ml) a una proporcién molar de IFNo:PEG de 1:1, 1:2,5, 1:5, 1:10 y 1:20. A esta mezcla se afadio
un agente reductor, cianoborohidruro de sodio (NaCNBHj3, Sigma), a una concentracion final de 20 mM y se permitio
que reaccionara a 4 °C durante 3 h con agitacion suave para permitir que el PEG se uniera al extremo amino
terminal de interferdn alfa. Para obtener un complejo 1:1 de PEG e interferdn alfa, la mezcla de reaccion se sometié
a cromatografia de exclusién por tamafio usando una columna Superdex” (Pharmacia). El complejo de IFNa-PEG se
eluyo de la columna usando tampoén de fosfato de potasio 10 mM (pH 6,0) como tampén de elucién y el interferédn
alfa no unido a PEG, el PEG que no habia reaccionado y los subproductos de dimero donde PEG se unié a dos
moléculas de interferon alfa se eliminaron. El complejo de IFNa-PEG purificado se concentré hasta 5 mg/ml. A
través de este experimento, la proporcidon molar de reaccion éptima para IFNa a PEG, que proporciona la reactividad
mas elevada y que genera la menor cantidad de subproductos tales como dimeros, se observé que era 1:2,5 a 1:5.

<Etapa 3> Preparacion de conjugado de IFNa-PEG-Fc

Para unir el complejo de IFNa-PEG purificado en la etapa anterior 2 al extremo N de un fragmento Fc de
inmunoglobulina, el fragmento Fc de inmunoglobulina (aproximadamente 53 kDa) preparado en la etapa 1 anterior
se disolvié en tampon de fosfato 10 mM y se mezcld con el complejo de IFNa-PEG a una proporcion molar de
complejo de IFNa-PEG:Fc de 1:1, 1:2, 1:4 y 1:8. Después de que la concentracién de tampon de fosfato de la
solucion de reaccion se ajusté a 100 mM, se afiadio un agente reductor, NaCNBHs, a la solucion de reaccion a una
concentracion final de 20 mM y se permitié que reaccionara a 4 °C durante 20 h con agitacion suave. A través de
este experimento, la proporcidon molar de reaccion optima para el complejo de IFNa-PEG a Fc, que proporciona la
reactividad mas elevada y que genera la menor cantidad de subproductos tales como dimeros, se observé que era
1:2.

<Etapa 4> Aislamiento y purificacion del conjugado de IFNa-PEG-Fc

Después de la reaccion de la etapa 3 anterior, la mezcla de reaccion se sometié a cromatografia de exclusion por
tamafio Superdex de forma de eliminar las sustancias que no reaccionaron y los subproductos y purificar el
conjugado de proteina de IFNa-PEG-Fc producido. Después de que la mezcla de reaccion se concentro y se cargdo
en una columna Superdex, tampon de fosfato 10 mM (pH 7,3) se paso a través de la columna a un caudal de 2,5
ml/min para eliminar el Fc no unido y las sustancias que no reaccionaron, seguido por eluciéon de columna para
recoger las fracciones de conjugado de proteina de IFNo-PEG-Fc. Debido a que las fracciones de conjugado de
proteina de IFNa-PEG-Fc contenian una cantidad pequefia de impurezas, Fc sin reaccionar y dimeros de interferén
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alfa, se llevd a cabo cromatografia de intercambio catidénico para eliminar las impurezas. Las fracciones de
conjugado de proteina de IFNa-PEG-Fc se cargaron en una columna PolyCAT LP (PolyLC) equilibrada con acetato
de sodio 10 mM (pH 4,5) y la columna se eluy6é con un gradiente lineal de NaCl 0-0,5 M en tampdn de acetato de
sodio 10 mM (pH 4,5) usando NaCl 1 M. Finalmente, el conjugado de proteina de IFNa-PEG-Fc se purificé usando
una columna de intercambio aniénico. Las fracciones de conjugado de proteina de IFNa-PEG-Fc se cargaron en una
columna PolyWAX LP (PolyLC) equilibrada con Tris-HCI 10 mM (pH 7,5) y la columna se eluy6 posteriormente con
un gradiente lineal de NaCl 0-0,3 M en Tris-HCI 10 mM (pH 7,5) usando NaCl 1 M, aislando de ese modo el
conjugado de proteina de IFNa-PEG-Fc en una forma altamente pura.

Ejemplo 2: Preparacion Il de conjugado de proteina de IFNa-PEG-Fc
<Etapa 1> Preparacion de complejo de Fc-PEG

Polietilenglicol de 3,4-kDa que tiene un grupo reactivo aldehido en ambos extremos, ALD-PEG-ALD (Shearwater), se
mezclé con el fragmento Fc de inmunoglobulina preparado en la etapa 1 del Ejemplo 1 a proporciones molares de
Fc:PEG de 1:1, 1:2,5, 1:5, 1:10 y 1:20, donde el fragmento Fc de Ig se habia disuelto en tampdn de fosfato 100 mM
en una cantidad de 15 mg/ml. A esta mezcla, se afiadié un agente reductor, NaCNBHj3 (Sigma), a una concentracion
final de 20 mM y se permitié que reaccionara a 4 °C durante 3 h con agitacion suave. Para obtener un complejo 1:1
de PEG )é Fc, la mezcla de reaccion se sometié a cromatografia de exclusion por tamafio usando una columna
Superdex” (Pharmacia). El complejo de Fc-PEG se eluyo de la columna usando tampdn de fosfato de potasio 10 mM
(pH 6,0) como tampon de elucion y fragmento Fc de inmunoglobulina no unido a PEG, PEG que no reacciond y
subproductos de dimero donde PEG se habia unido a dos moléculas de fragmento Fc de inmunoglobulina se
eliminaron. El complejo de Fc-PEG purificado se concentr6 hasta aproximadamente 15 mg/ml. A través de este
experimento, la proporcion molar de reaccion éptima para Fc a PEG, que proporciona la reactividad mas elevada y
que genera la menor cantidad de subproductos tales como dimeros, se observé que era 1:3 a 1:10.

<Etapa 2> Formacion y purificacion de conjugado del complejo de Fc-PEG e interferdn alfa

Para unir el complejo de Fc-PEG purificado en la etapa anterior 1 al extremo N de IFNa., el complejo de Fc-PEG se
mezclé con IFNa disuelto en tampdn de fosfato 10 mM a proporciones molares de complejo de Fc-PEG:IFNa de 1:1,
1:1,5, 1:3 y 1:6. Después de que la concentracion de tampdn de fosfato de la solucion de reaccion se ajustd a 100
mM, se afiadié un agente reductor, NaCNBHj3, a la soluciéon de reacciéon a una concentracion final de 20 mM y se
permitid que reaccionara a 4 °C durante 20 h con agitacion suave. Después de que la reaccion se completara, las
sustancias que no reaccionaron y los subproductos se eliminaron de acuerdo con el mismo procedimiento de
purificacion de la etapa 4 del Ejemplo 1, aislando de este modo el conjugado de proteina de Fc-PEG-IFNa. en una
forma altamente pura.

Ejemplo 3: Preparacion de conjugado de hGH-PEG-Fc

Un conjugado de hGH-PEG-Fc se preparo y purificé de acuerdo con el mismo procedimiento que en el Ejemplo 1,
con la excepcion de que se uso6 farmaco diferente a interferon alfa, hormona del crecimiento humana (hGH, PM: 22
kDa) y una proporcion molar de hGH:PEG fue 1:5.

Ejemplo 4: Preparacion de conjugado de (G-CSF)-PEG-Fc

Un conjugado de (G-CSF)-PEG-Fc se preparo6 y purificd de acuerdo con el mismo procedimiento que en el Ejemplo
1, con la excepcion de que se usé farmaco diferente a interferén alfa, factor estimulante de colonias de granulocitos
humano (G-CSF), y una proporcion molar de G-CSF:PEG fue 1:5.

Por otra parte, un conjugado de proteina de S-G-CSF-PEG-Fc se })reparé y purificé de acuerdo con el mismo
procedimiento descrito anteriormente usando un derivado de G-CSF, ! S-G-CSF, que tiene una sustituciéon de serina
en el décimo séptimo resto de aminoacido del G-CSF nativo.

Ejemplo 5: Preparacion de conjugado de EPO-PEG-Fc

Un conjugado de EPO-PEG-Fc se preparé y purificd de acuerdo con el mismo procedimiento que en el Ejemplo 1,
con la excepcion de que se uso farmaco diferente a interferén alfa, eritropoyetina humana (EPO), y una proporcion
molar de EPO:PEG fue 1:5.

Ejemplo 6: Preparacion de conjugado de proteina usando PEG que tiene grupo reactivo diferente

Un conjugado de proteina de IFNa-PEG-Fc se prepard usando PEG que tiene un grupo reactivo succinimidil
propionato (SPA) en ambos extremos, de la forma siguiente. Polietilenglicol de 3,4-kDa, SPA-PEG-SPA
(Shearwater), se mezclé con 10 mg de interferon alfa disuelto en tampén de fosfato 100 mM a proporciones molares
de IFNa:PEG de 1:1, 1:2,5, 1:5, 1:10 y 1:20. Posteriormente se permitié que la mezcla reaccionara a temperatura
ambiente con agitacién suave durante 2 h. Para obtener un complejo 1:1 de PEG e interferén alfa (complejo de
IFNa-PEG), donde PEG se uni6 selectivamente al grupo amino de un resto de lisina de interferdn alfa, la mezcla de
reaccion se sometié a cromatografia de exclusion por tamafo Superdex. El complejo de IFNa-PEG se eluyo de la
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columna usando tampén de fosfato de potasio 10 mM (pH 6,0) como un tampén de elucion y el interferén alfa no
unido a PEG, el PEG que no reacciond y los subproductos de dimero en los cuales dos moléculas de interferdn alfa
se habian unido a ambos extremos de PEG se eliminaron. Para unir el complejo de IFNa-PEG al grupo amino de un
resto de lisina de Fc de inmunoglobulina, el complejo de IFNa-PEG purificado se concentrd hasta aproximadamente
5 mg/ml y se prepar6 un conjuntado de IFNa-PEG-Fc y se purificd de acuerdo con los mismos procedimientos de las
etapas 3 y 4 del Ejemplo 1. A través de este experimento, la proporciéon molar de reaccion éptima para IFNa a PEG,
que proporciona la reactividad mas elevada y que genera la menor cantidad de subproductos tales como dimeros, se
observo que era 1:2,5 a 1:5.

Por otra parte, se prepard otro conjugado de IFNa-PEG-Fc de acuerdo con los mismos procedimientos descritos
anteriormente usando PEG que tiene un grupo reactivo N-hidroxisuccinimidilo (NHS) en ambos extremos, NHS-
PEG-NHS (Shearwater), o PEG que tiene un grupo reactivo butil aldehido en ambos extremos, BUA-PEG-BUA
(Shearwater).

Ejemplo 7: Preparacion de conjugado de proteina usando PEG que tiene peso molecular diferente

Un complejo de IFNa-10K PEG se preparé usando polietilenglicol de 10-kDa que tiene un grupo reactivo aldehido en
ambos extremos, ALD-PEG-ALD (Shearwater). Este complejo se prepard y purifico de acuerdo con el mismo
procedimiento que la etapa 2 del Ejemplo 1. A través de este experimento, la proporcion molar de reaccion optima
para IFNo. a PEG de 10-kDa, que proporciona la reactividad mas elevada y que genera la menor cantidad de
subproductos tales como dimeros, se observé que era 1:2,5 a 1:5. El complejo de IFNa-10K PEG purificado se
concentré hasta aproximadamente 5 mg/ml y, usando este concentrado, se preparé un conjugado de IFNa-10K
PEG-Fc y se purificé de acuerdo con los mismos procedimientos que en las etapas 3 y 4 del Ejemplo 1.

Ejemplo 8: Preparacion de conjugado de Fab’-S-PEG-N-Fc (grupo -SH)
<Etapa 1> Expresion y purificacion de Fab’

Un transformante de E. coli, BL21/poDLHF (numero de acceso: KCCM-10511), que expresa Fab’ anti-factor de
necrosis tumoral alfa, se cultivd en 100 ml de medio LB durante una noche con agitacion y se inoculd en un
fermentador de 5 | (Marubishi) y se cultivd a 30 °C y 500 rpm a un caudal de aire de 20 vvm. Para compensar los
nutrientes insuficientes para crecimiento bacteriano durante la fermentacion, los cultivos de complementaron con
glucosa y extractos de levadura de acuerdo con los estados fermentados de las bacterias. Cuando los cultivos
alcanzaron un valor de DOgoo de 80-100, se afiadié un inductor, IPTG, a los cultivos para inducir la expresion de
proteina. Los cultivos se cultivaron adicionalmente durante 40 a 45 h hasta que el valor de DO a 600 nm aumenté a
120 a 140. El fluido de fermentacion obtenido de este modo se centrifugd a 20.000 xg durante 30 min. El
sobrenadante se recogid y el sedimento se descarto.

El sobrenadante se sometio a la siguiente cromatografia en columna de tres etapas para purificar Fab’ anti-factor de
necrosis tumoral alfa. El sobrenadante se cargd en una columna de proteina G HiTrap (5 ml, Pharmacia) equilibrada
con tampén de fosfato 20 mM (pH 7,0) y la columna se eluyé con glicina 100 mM (pH 3,0). Las fracciones de Fab’
recogidas se cargaron posteriormente en una columna Superdex 200 (Pharmacia) equilibrada con tampén de fosfato
de sodio 10 mM (PBS, pH 7,3) y esta columna se eluyé con el mismo tampodn. Finalmente, las fracciones del
segundo Fab’ se cargaron en una columna polyCAT 21x250 (PolyLC) y esta columna se eluy6é con un gradiente
lineal de NaCl de 0,15-0,4 M en tampdén de acetato 10 mM (pH 4,5), proporcionando de este modo fracciones de
Fab’ anti-factor de necrosis tumoral alfa altamente puras.

<Etapa 2> Preparacion y purificacion de complejo de Fc-PEG

Para unir un engarce de PEG al extremo N de un Fc de inmunoglobulina, el Fc de inmunoglobulina preparado de
acuerdo con el mismo procedimiento que en la etapa 1 del Ejemplo 1 se disolvié en tampdn de fosfato 100 mM (pH
6,0) a una concentracion de 5 mg/ml y se mezclé con NHS-PEG-MAL (3,4 kDa, Shearwater) a una proporcién molar
de Fc:PEG de 1:10, seguido por incubacion a 4 °C durante 12 h con agitacién suave.

Después de que la reaccidon se completd, el tampdn de reaccién se intercambié con tampoén de fosfato de sodio 20
mM (pH 6,0) para eliminar el NHS-PEG-MAL no unido. Posteriormente, la mezcla de reaccion se cargd en una
columna polyCAT (PolyLC). La columna se eluyé con un gradiente lineal de NaCl de 0,15-0,5 M en tampo6n de
fosfato de sodio 20 mM (pH 6,0). Durante esta elucién, el complejo de Fc de inmunoglobulina-PEG se eluy6 antes
que el Fc de inmunoglobulina que no habia reaccionado y el Fc de Ig que no habia reaccionado se eluyé mas tarde,
eliminando de ese modo las moléculas de Fc de Ig que no habian reaccionado.

<Etapa 3> Preparacion y purificacion de conjugado de Fab’-S-PEG-N-Fc (grupo -SH)

Para unir el complejo de Fc de inmunoglobulina-PEG a un grupo de cisteina del Fab’, el Fab’ purificado en la etapa
anterior 1 se disolvié en tampon de fosfato de sodio 100 mM (pH 7,3) a una concentracion de 2 mg/ml y se mezcld
con el complejo de Fc de inmunoglobulina-PEG preparado en la etapa anterior 2 a una proporcion molar de
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Fab’:.complejo de 1:5. La mezcla de reaccion se concentré hasta una concentracion de proteina final de 50 mg/ml y
se incubd a 4 °C durante 24 h con agitacion suave.

Después de que la reaccion se completd, la mezcla de reacciéon se cargd en una columna Superdex 200
(Pharmacia) equilibrada con tampon de fosfato de sodio 10 mM (pH 7,3) y la columna se eluyé con el mismo tampoén
a un caudal de 1 ml/min. El conjugado de Fab’-S-PEG-N-Fc acoplado se eluyo relativamente mas temprano debido a
su alto peso molecular y el complejo de Fc de inmunoglobulina-PEG que no habia reaccionado y el Fab’ se eluyeron
posteriormente, eliminando de ese modo las moléculas que no habian reaccionado. Para eliminar completamente el
Fc de inmunoglobulina-PEG que no habia reaccionado, las fracciones de conjugado de Fab’-S-PEG-N-Fc recogidas
se cargaron nuevamente en una columna polyCAT 21x250 (PolyLC) y esta columna se eluy6 con un gradiente lineal
de NaCl de 0,15-0,5 M en tampédn de fosfato de sodio 20 mM (pH 6,0), proporcionando de este modo un conjugado
de Fab’-S-PEG-N-Fc puro que comprende el complejo de Fc-PEG unido a un grupo -SH cerca del extremo C del
Fab’.

Ejemplo 9: Preparacion de conjugado de Fab’-N-PEG-N-Fc (extremo N)
<Etapa 1> Preparacion y purificacion de complejo de Fab’-PEG (extremo N)

40 mg del Fab’ purificado en la etapa 1 del Ejemplo 8 se disolvieron en tampén de fosfato de sodio 100 mM (pH 6,0)
a una concentracion de 5 mg/ml y se mezclaron con ALD-PEG-butil ALD (3,4 kDa, Nektar) a una proporcién molar
de Fab’:PEG de 1:5. Se afiadié un agente reductor, NaCNBHs;, a la mezcla de reaccién a una concentracion final de
20 mM y se permitié que la mezcla de reaccion reaccionara posteriormente a 4 °C durante 2 h con agitacion suave.

Después de que la reacciéon se completd, el tampdn de reaccidn se intercambié con tampoén de fosfato de sodio 20
mM (pH 6,0). Después, la mezcla de reaccion se cargé en una columna polyCAT (PolyLC). La columna se eluyé con
un gradiente lineal de NaCl de 0,15-0,4 M en tampon de acetato 20 mM (pH 4,5). Durante esta elucién de columna,
el complejo de Fab’-PEG que comprende el engarce de PEG unido al extremo N del Fab’ se eluyd mas temprano
que el Fab’ que no habia reaccionado y el Fab’ que no habia reaccionado se eluyé mas tarde, eliminando de ese
modo las moléculas de Fab’ que no habian reaccionado.

<Etapa 2> Preparacion y purificacion de conjugado de Fab’-N-PEG-N-Fc

Para unir el complejo de Fab’-PEG purificado en la etapa anterior 1 al extremo N de un Fc de inmunoglobulina, el
complejo de Fab’-PEG se disolvié en tampdén de fosfato de sodio 100 mM (pH 6,0) a una concentracion de 10 mg/ml
y se mezclo con el Fc de inmunoglobulina disuelto en el mismo tampdn a una proporcion molar de complejo de Fab’-
PEG:Fc de 1:5. Después de que la mezcla de reaccion se concentré hasta una concentraciéon de proteina final de 50
mg/ml, se afiadié un agente reductor, NaCNBHs3, a la mezcla de reacciéon a una concentracion final de 20 mM y la
mezcla de reaccion se sometio a reaccion posteriormente a 4 °C durante 24 h con agitacién suave.

Después de que la reaccion se completd, la mezcla de reacciéon se cargd en una columna Superdex 200
(Pharmacia) equilibrada con tampdn de fosfato de sodio 10 mM (pH 7,3) y la columna se eluyd con el mismo tampoén
a un caudal de 1 ml/min. El conjugado de Fab’-N-PEG-N-Fc acoplado se eluyo relativamente mas temprano debido a
su peso molecular elevado y el Fc de inmunoglobulina y el complejo de Fab’-PEG que no habian reaccionado se
eluyeron mas tarde, eliminando de ese modo las moléculas que no habian reaccionado. Para eliminar
completamente las moléculas de Fc de inmunoglobulina que no habia reaccionado, las fracciones de conjugado de
Fab’-N-PEG-N-Fc recogidas se cargaron nuevamente en una columna polyCAT 21x250 (PolyLC) y esta columna se
eluyé con un gradiente lineal de NaCl de 0,15-0,5 M en tampodn de fosfato de sodio 20 mM (pH 6,0), proporcionando
de este modo un conjugado de Fab’-N-PEG-N-Fc puro que comprende el complejo de Fc de inmunoglobulina-PEG
unido al extremo N del Fab’.

Ejemplo 10: Preparacion y purificacion de Fc de inmunoglobulina desglicosilado

200 mg de un Fc de inmunoglobulina preparado de acuerdo con el mismo procedimiento que en el Ejemplo 1 se
disolvieron en tampén de fosfato 100 mM (pH 7,5) a una concentracion de 2 mg/ml y se mezclaron con 300 U/mg de
una desglicosilasa, PNGasa F (NEB). Se permitié que la mezcla de reaccion reaccionara a 37 °C durante 24 h con
agitacion suave. Posteriormente, para purificar el Fc de inmunoglobulina desglicosilado, la mezcla de reaccion se
cargd en una columna de SP Sepharose FF (Pharmacia) y la columna se eluyd con un gradiente lineal de NaCl de
0,1-0,6 M en tampén de acetato 10 mM (pH 4,5) usando NaCl 1 M. El Fc de inmunoglobulina nativo se eluyé mas
temprano y el Fc de inmunoglobulina desglicosilado (DG Fc) se eluyé mas tarde.

Ejemplo 11: Preparacion de conjugado de IFNa-PEG-DG Fc

Para unir el Fc de inmunoglobulina desglicosilado preparado en el Ejemplo 10 al complejo de IFNa-PEG purificado
en la etapa 2 del Ejemplo 1, el complejo de IFNa-PEG se mezcld con el DG Fc disuelto en tampén de fosfato 10 mM
a proporciones molares de complejo de IFNa-PEG:DG Fc de 1:1, 1:2, 1:4 y 1:8. Después de que la concentracion
del tampdn de fosfato de la solucion de reaccion se habia ajustado a 100 mM, se afiadié un agente reductor,
NaCNBHs;, a la solucion de reaccidon a una concentracion final de 20 mM y se permitid que reaccionara a 4 °C
durante 20 h con agitacion suave. A través de este experimento, la proporcién molar de reaccion éptima para el
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complejo de IFNa-PEG a DG Fc, que proporciona la reactividad mas elevada y que genera la menor cantidad de
subproductos tales como dimeros, se observé que era 1:2.

Después de la reaccion de acoplamiento, la mezcla de reaccion se sometié a cromatografia de exclusiéon por tamafio
usando una columna SuperdexR (Pharmacia) de forma de eliminar las sustancias que no habian reaccionado y los
subproductos y purificar el conjugado de proteina de IFNa-PEG-DG Fc. Después de que la mezcla de reaccién se
cargd en la columna, un tampén de fosfato (pH 7,3) se paso a través de la columna a un caudal de 2,5 ml/min para
eliminar el DG Fc no unido y las sustancias que no habian reaccionado, seguido por elucién de columna para
recoger las fracciones de conjugado de proteina de IFNa-PEG-DG Fc. Debido a que las fracciones de conjugado de
proteina de IFNa-PEG-DG Fc recogidas contenian una cantidad pequefa de impurezas, DG Fc y complejo de IFNa-
PEG que no habian reaccionado, se llevd a cabo cromatografia de intercambio catiénico para eliminar las
impurezas. Las fracciones de conjugado de proteina de IFNa-PEG-DG Fc se cargaron en una columna PolyCAT LP
(PolyLC) equilibrada con acetato de sodio 10 mM (pH 4,5) y la columna se eluyd con un gradiente lineal de NaCl 0-
0,6 M en tampodn de acetato de sodio 10 mM (pH 4,5) usando NaCl 1 M. Finalmente, el conjugado de proteina de
IFNa-PEG-DG Fc se purificé usando una columna de intercambio anidnico. Las fracciones de conjugado de proteina
de IFNa-PEG-Fc se cargaron en una columna PolyWAX LP (PolyLC) equilibrada con Tris-HCI 10 mM (pH 7,5) y la
columna posteriormente se eluy6 con un gradiente lineal de NaCl 0-0,3 M en Tris-HCI 10 mM (pH 7,5) usando NaCl
1 M, aislando de ese modo el conjugado de proteina de IFNa-PEG-DG Fc en una forma altamente pura.

Ejemplo 12: Preparacion y purificacion de derivado de Fc de inmunoglobulina aglicosilado recombinante
<Preparacion de vector de expresion de derivado 1 de Fc de IgG4>

Para preparar regiones constantes de cadena pesada de IgG4 de inmunoglobulina humana, se prepararon un primer
derivado (IgG4 delta-Cys), que tiene una supresion de nueve aminoacidos en el extremo amino de la regién bisagra
nativa y un segundo derivado (mondmero de 1gG4), que carece de la region bisagra por una supresion de los doce
aminoacidos de la region bisagra. Se us6 pT14S1SH-4T20V22Q (Patente Coreana N° 38061), desarrollado
anteriormente a la presente invenciéon por la presente invencién, como un vector de expresiéon que contiene
secuencia secretora de E. coli.

Para obtener regiones constantes de cadena pesada de IgG4 de inmunoglobulina humana, se llevé a cabo RT-PCR
usando ARN aislado a partir de células sanguineas humanas como un molde, de la forma siguiente. En primer lugar,
ARN total se aisl6 a partir de aproximadamente 6 ml de sangre usando un kit Qiamp RNA blood (Qiagen) y se llevo a
cabo amplificacion génica usando el ARN total como un molde y un kit One-Step RT-PCR (Qiagen). En esta PCR, se
uso un par de cebadores sintetizados representados por SEC ID N° 1y 2 y otro par de cebadores sintetizados
representados por SEC ID N° 2 y 3. SEC ID N°: 1 es una secuencia de nucleétidos que comienza en el 10° resto,
serina, de 12 restos de aminoacidos, mas adelante, de la region bisagra de IgG4. SEC ID N°: 3 se disefid para tener
una secuencia de nucleétidos que codifica un dominio Cy2 que tiene alanina como un primer resto de aminoacido.
SEC ID N°: 2 se disefi6 para tener un sitio de reconocimiento BamHI que contiene un codén de parada.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
gag tcc aaa tat ggt cce cca tgc cca tca tgc cca
ctc agg ttt ata cca ggg ggt acg ggt agt acg ggt

Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro Ser Cys Pro

Para clonar cada uno de los fragmentos de regiéon constante de IgG4 amplificados en un vector de expresion que
contiene un derivado de secuencia secretora de E. coli, se us6 el pT14S1SH-4T20V22Q (Patente Coreana N°
38061) desarrollado antes de la presente invencion por los presentes inventores. Este vector de expresion contiene
un derivado de secuencia secretora de enterotoxina termoestable que tiene una secuencia de nucleétidos
representada por SEC ID N°; 4. Para facilitar la clonacién, se inserté un sitio de reconocimiento Stul en un extremo
del derivado de secuencia secretora de enterotoxina termoestable de E. coli del plasmido pT14S1SH-4T20V22Q a
través de mutagénesis dirigida usando un par de cebadores representados por SEC ID N°: 5 y 6 para inducir
mutagénesis para introducir el sitio Stul en una secuencia de nucledtidos que codifica el ultimo resto de aminoacido
de la secuencia secretora. Esta insercion del sitio Stul se observé que era satisfactoria mediante secuenciacion de
ADN. El plasmido pT14S1SH-4T20V22Q resultante que contiene un sitio Stul se denomindé pmSTII. El plasmido
pmSTIl se traté con Stul y BamHI y se sometié a electroforesis en gel de agarosa y un fragmento grande (4,7 kb),
que contenia el derivado de secuencia secretora de enterotoxina termoestable de E. coli, se purificd. Posteriormente,
los fragmentos de genes amplificados se digirieron con BamHI y se ligaron con el vector de expresion linealizado,
proporcionando de ese modo pSTIIdCG4Fc y pSTIIG4Mo.

Los vectores de expresion finales se transformaron individualmente en E. coli BL21(DE3) y los transformantes
resultantes se denominaron BL21/pSTIIdCG4Fc (HM10932) y BL21/pSTIIdCG4Mo (HM10933), que se depositaron
en el Centro de Cultivo de Microorganismos Coreano (KCCM) el 15 de septiembre de 2004 y se les asignaron los
numeros de acceso KCCM-10597 y KCCM-10598, respectivamente. A partir de entonces, cuando los cultivos
alcanzaron un valor de DOggo de 80, se afiadié un inductor, IPTG, a los cultivos para inducir expresion de proteina.
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Los cultivos se cultivaron adicionalmente durante 40 a 45 h hasta que el valor de DO a 600 nm aumenté a 100 a
120. Las células de E. coli recogidas a partir de los liquidos de fermentacion se alteraron y los lisados celulares
resultantes se sometieron a cromatografia en columna de dos etapas para purificar los derivados de la region
constante de inmunoglobulina recombinantes presentes en el citosol de E. coli.

5 ml de una columna de afinidad de proteina A (Pharmacia) se equilibraron con PBS y los lisados celulares se
cargaron en la columna a un caudal de 5 ml/min. Las proteinas no unidas se lavaron con PBS y las proteinas unidas
se eluyeron con citrato 100 mM (pH 3,0). Las fracciones recogidas se desalaron usando una columna de desalado
HiPrep 26/10 (Pharmacia) con tampodn Tris 10 mM (pH 8,0). Posteriormente, se llevé a cabo cromatografia en
columna de intercambio aniénico secundaria usando 50 ml de una columna Q HP 26/10 (Pharmacia). Las fracciones
de Fc de inmunoglobulina aglicosilado recombinante purificadas primarias se cargaron en la columna de Q-
Sepharose HP 26/10 y la columna se eluyé con un gradiente lineal de NaCl 0-0,2 M en tampon Tris 10 mM (pH 8,0),
proporcionando de ese modo un derivado de Fc de inmunoglobulina aglicosilado recombinante altamente puro (AG
Fc), IgG4 delta-Cys y una fraccion de monémero de IgG4 altamente pura.

Ejemplo 13: Preparacion de conjugado de complejo de IFNa-PEG y derivado de AG Fc recombinante

De acuerdo con los mismos procedimientos de los Ejemplos 1 y 11, el complejo de FNa-PEG se unidé al extremo N
del 1gG4 delta-Cys como un derivado de AG Fc preparado en el Ejemplo 12. Después de la reaccion de
acoplamiento, las sustancias que no reaccionaron y los subproductos se eliminaron de la mezcla de reaccion y el
conjugado de proteina de IFNa-PEG-AG Fc (l) producido de este modo se purificd principalmente usando 50 ml de
una columna Q HP 26/10 (Pharmacia) y se purificé adicionalmente mediante un ensayo de cromatografia liquida a
alta presion usando una columna polyCAT 21.5x250 (polyLC), purificando de ese modo el conjugado a un grado
elevado. La solucién de reacciéon de acoplamiento se desalé usando una columna de desalado HiPrep 26/10
(Pharmacia) con tampon Tris 10 mM (pH 8,0). A continuacion, la solucién de reaccién se cargé posteriormente en 50
ml de una columna de Q HP 26/10 (Pharmacia) a un caudal de 8 ml/min y esta columna se eluy6é con un gradiente
lineal de NaCl de 0-0,2 M para obtener fracciones deseadas. Las fracciones recogidas se cargaron nuevamente en
una columna polyCAT 21.5x250 equilibrada con tampdén de acetato 10 mM (pH 5,2) a un caudal de 15 ml/min y esta
columna se eluyé con un gradiente lineal de NaCl de 0,1-0,3 M, proporcionando de este modo fracciones altamente
puras. De acuerdo con el mismo procedimiento descrito anteriormente, se prepard otro conjugado de proteina de
IFNa-PEG-AG Fc (ll) usando otro derivado de AG Fc preparado en el Ejemplo 12, mondmero de IgG4.

Ejemplo 14: Preparacion de conjugado de EPO-PEG-derivado de AG Fc recombinante

De acuerdo con el mismo procedimiento del Ejemplo 13, se preparé un conjugado de EPO-PEG-derivado de AG Fc
recombinante enlazando un derivado de AG Fc, IgG4 delta-Cys, al complejo de EPO-PEG.

Ejemplo comparativo 1: Preparacion de complejo de IFNa-40K PEG

5 mg de interferon alfa se disolvieron en tampoén de fosfato 100 mM para obtener un volumen final de 5 ml y se
mezclaron con metoxi-PEG-aldehido activado de 40-kDa (Shearwater) a una proporcion molar de IFNa:40-kDa PEG
de 1:4. A esta mezcla, se afiadié un agente reductor, NaCNBH3; a una concentracion final de 20 mM y se permitié
que reaccionara a 4 °C durante 18 h con agitacion suave. Para inactivar PEG, que no habia reaccionado con IFNg,
se anadio etanolamina a la mezcla de reaccion a una concentracion final de 50 mM.

Una columna Sephadex G-25 (Pharmacia) se us6 para eliminar PEG que no habia reaccionado e intercambiar el
tampdn con otro tampdn. En primer lugar, esta columna se equilibré con dos volimenes de columna (VC) de tampdn
Tris-HCI 10 mM (pH 7,5) y se cargd con la mezcla de reaccion. Los flujos continuos se detectaron midiendo la
absorbancia a 260 nm usando un espectrofotdmetro de UV. Cuando la columna se eluyé con el mismo tampén, el
interferén alfa modificado mediante adicién de PEG que tiene un peso molecular mas elevado en su extremo N se
eluyé mas temprano y el PEG que no habia reaccionado se eluyé mas tarde, permitiendo de este modo el
aislamiento de Unicamente IFNa-40K PEG.

La siguiente cromatografia se llevd a cabo para purificar adicionalmente el complejo de IFNa-40K PEG a partir de
las fracciones recogidas. 3 ml de una columna PolyWAX LP (PolyLC) se equilibraron con Tris-HCI 10 mM (pH 7,5).
Las fracciones recogidas que contienen el complejo de IFNa-40K PEG se cargaron en la columna a un caudal de 1
ml/min y la columna se lavé con 15 ml del tampdn de equilibrio. Posteriormente, la columna se eluyé con un
gradiente lineal de NaCl del 0-100% usando 30 ml de NaCl 1 M, eluyendo de ese modo interferdn alfa conjugado a
tri, di y mono-PEG secuencialmente. Para purificar adicionalmente el interferén alfa conjugado a mono-PEG, las
fracciones recogidas que contienen el interferén alfa conjugado a mono-PEG se sometieron a cromatografia de
exclusion por tamafio. Las fracciones se concentraron y se cargaron en una columna Superdex 200 (Pharmacia)
equilibrada con tampon de fosfato de sodio 10 mM (pH 7,0) y la columna se eluy6 con el mismo tampoén a un caudal
de 1 ml/min. Las moléculas de interferon alfa conjugadas a tri y di-PEG se eliminaron en base a su propiedad de
eluirse mas temprano que el interferén alfa conjugado con mono-PEG, aislando de ese modo el interferén alfa
conjugado con mono-PEG en una forma altamente pura.
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De acuerdo con el mismo procedimiento descrito anteriormente, PEG de 40-kDa se conjugd al extremo N de
hormona del crecimiento humana, factor estimulante de colonias de granulocitos (G-CSF) y un derivado de G-CSF,
proporcionando de ese modo complejos de derivados de hGH-40K PEG, G-CSF-40K PEG y 40K PEG-'"S-G-CSF.

Ejemplo comparativo 2: Preparacion de conjugado de IFNa-PEG-albumina

Para unir el complejo de IFNa-PEG purificado en la etapa 2 del Ejemplo 1 al extremo N de albumina, el complejo de
IFNo-PEG se mezcld con albumina sérica humana (HSA, aproximadamente 67 kDa, Green Cross) disuelta en
tampon de fosfato 10 mM a una proporcion molar de complejo de IFNa-PEG:albdmina de 1:1, 1:2, 1:4 y 1:8.
Después de que la concentracion del tampon de fosfato de la solucién de reaccion se habia ajustado a 100 mM, se
afadié un agente reductor, NaCNBHS3, a la solucion de reaccidon a una concentracion final de 20 mM y se permitié
que reaccionara a 4 °C durante 20 h con agitacion suave. A través de este experimento, la proporciéon molar de
reaccion optima para el complejo de IFNa-PEG a albumina, que proporciona la reactividad mas elevada y que
genera la menor cantidad de subproductos tales como dimeros, se observo que era 1:2.

Después de la reaccion de acoplamiento, la mezcla de reaccion se sometié a cromatografia de exclusiéon por tamafio
usando una columna SuperdexR (Pharmacia) de forma de eliminar las sustancias que no habian reaccionado y los
subproductos y purificar el conjugado de proteina de IFNa-PEG-albumina producido. Después de que la mezcla de
reaccion se concentrd y se cargd en la columna, se pasé tampon de acetato de sodio 10 mM a través de la columna
a un caudal de 2,5 ml/min para eliminar la albimina no unida y las sustancias que no habian reaccionado, seguido
por elucion de columna para purificar Unicamente el conjugado de proteina de IFNa-PEG-albumina. Debido a que
las fracciones de conjugado de proteina de IFNa-PEG-albumina recogidas contenian una cantidad pequefia de
impurezas, albumina que no habia reaccionado y dimeros de interferéon alfa, se llevd a cabo cromatografia de
intercambio cationico para eliminar las impurezas. Las fracciones de conjugado de proteina de IFNa-PEG-albumina
se cargaron en una columna SP5PW (Waters) equilibrada con acetato de sodio 10 mM (pH 4,5) y la columna se
eluy6 con un gradiente lineal de NaCl 0-0,5 M en tampdn de acetato de sodio 10 mM (pH 4,5) usando NaCl 1 M,
aislando de ese modo el conjugado de proteina de IFNa-PEG-albimina en una forma altamente pura.

De acuerdo con el mismo procedimiento descrito anteriormente, la albimina se conjugé a hormona del crecimiento,
G-CSF y un derivado de G-CSF, proporcionando de este modo conjugados de hGH-PEG-albumina, G-CSF-PEG-
albtimina y "’S-G-CSF-PEG-albumina.

Ejemplo Comparativo 3: Preparacion de complejo de Fab’-S-40K PEG

El resto de cisteina libre del Fab’ purificado en la etapa 1 del Ejemplo 8 se activd mediante incubacién en un tampon
de activacion (acetato de sodio 20 mM (pH 4,0), DTT 0,2 mM) durante 1 h. Después de que el tampdn se habia
intercambiado por un tampoén de modificacion de PEG, fosfato de potasio 50 mM (pH 6,5), se afiadié maleimida-PEG
(PM: 40 kDa, Shearwater) al mismo a una proporcion molar de Fab’:40-kDa PEG de 1:10 y se sometié a reaccion
para reaccionar a 4 °C durante 24 h con agitacion suave.

Después de que la reaccion se completd, la solucion de reaccion se cargé en una columna Superdex 200
(Pharmacia) equilibrada con tampdn de fosfato de sodio 10 mM (pH 7,3) y la columna se eluyd con el mismo tampdn
a un caudal de 1 ml/min. El 40-kDa PEG conjugado a Fab’ (Fab’-40K PEG) se eluy6 relativamente mas temprano
debido a su alto peso molecular y el Fab’ que no habia reaccionado se eluyé mas tarde, eliminando de ese modo el
Fab’ que no habia reaccionado. Para eliminar completamente el Fab’ que no habia reaccionado, las fracciones de
complejo de Fab’-40K PEG recogidas se cargaron nuevamente en una columna polyCAT 21x250 (PolyLC) y esta
columna se eluyd con un gradiente lineal de NaCl de 0,15-0,5 M en tampodn de fosfato de sodio 20 mM (pH 4,5),
proporcionando de esa forma un complejo de Fab’-S-40K PEG puro que comprende PEG de 40-kDa unido a un
grupo -SH del Fab'.

Ejemplo experimental 1: Identificacion y analisis cuantitativo de los conjugados de proteina
<1-1> Identificacién de los conjugados de proteina

Los conjugados de proteina preparados en los Ejemplos anteriores se analizaron mediante SDS-PAGE no reducida
usando un gel de gradiente del 4-20% y un gel al 12% y ELISA (R&D System).

Como resultado del analisis de SDS-PAGE, como se muestra en la FIGURA 3, una reaccion de acoplamiento de un
polipéptido fisiologico, un polimero no peptidico, PEG y un fragmento Fc de inmunoglobulina dio como resultado la
produccion satisfactoria de un conjugado de IFNa-PEG-Fc (A), un conjugado de ''Ser-G-CSF-PEG-Fc (B) y un
conjugado de EPO-PEG-Fc (C).

Ademas, el DG Fc preparado en el Ejemplo 10 se analiz6 mediante SDS-PAGE al 12% no reducida. Como se
muestra en la FIGURA 6b, se detectdé una banda de DG Fc en una posicién, que corresponde al peso molecular del
Fc nativo que carece de restos de azucar.

<1-2> Anadlisis cuantitativo de los conjugados de proteina

16



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2438 098 T3

Los conjugados de proteina preparados en los Ejemplos anteriores se cuantificaron mediante cromatografia de
exclusion por tamafio usando una columna HiLoad 26/60 Superdex 75 (Pharmacia) y tampén de fosfato de potasio
10 mM (pH 6,0) como un tampdn de dilucidn, en el que un area pico de cada conjugado de proteina se comparo con
la de un grupo de control. Los patrones analizados cuantitativamente previamente, IFNa, hGH, G-CSF, 17S-G-CSF,
EPO y Fc, se sometieron individualmente a cromatografia de exclusidon por tamafio y se determiné un factor de
conversion entre una concentracion y un pico. Una cantidad predeterminada de cada conjugado de proteina se
sometié a la misma cromatografia de exclusién por tamafio. Restando un area de pico que corresponde a un
fragmento Fc de inmunoglobulina del area de pico obtenida de este modo, se determiné un valor cuantitativo para
una proteina fisiolégicamente activa presente en cada conjugado de proteina. La FIGURA 4 muestra el resultado de
cromatografia de exclusion por tamafo del conjugado de IFNo-PEG-Fc purificado, en el que se observéd un pico
Unico. Este resultado indica que el conjugado de proteina purificado no contiene impurezas multiméricas tales como
un dimero, un trimero o un nimero mas elevado de monémeros.

Cuando un polipéptido fisiologicamente activo conjugado a Fc se analizé cuantitativamente usando un anticuerpo
especifico para el polipéptido fisioldgicamente activo, se evité la uniéon del anticuerpo al polipéptido, dando como
resultado un valor menor que un valor real calculado mediante la cromatografia. En el caso del conjugado de IFNa-
PEG-Fc, un ELISA dio como resultado un valor de ELISA correspondiente a aproximadamente el 30% de un valor
real.

<1-3> Evaluacioén de pureza y masa de los conjugados de proteina

Los conjugados de proteina preparados en los Ejemplos anteriores se sometieron a cromatografia de exclusion por
tamafio y la absorbancia se midié a 280 nm. Como resultado, los conjugados de IFNa-PEG-Fc, hGH-PEG-Fc, G-
CSF-PEG-Fcy Ser-G-CSF-PEG-Fc presentaron un pico Unico en el tiempo de retencién de una sustancia de 70 a
80-kDa.

Por otra parte, se llevd a cabo HPLC de fase inversa para determinar las purezas de los conjugados de proteina
preparados en los Ejemplos 1, 11 y 13, IFNa-PEG-Fc, IFNa-PEG-DG Fc y IFNa-PEG-derivado de AG Fc
recombinante. Se us6 una columna de fase inversa (columna 259 VHP54, Vydac). La columna se eluy6é con un
gradiente de acetonitrilo al 40-100% con TFA al 0,5% y las purezas se analizaron mediante la medicién de la
absorbancia a 280 nm. Como resultado, como se muestra en la FIGURA 8, las muestras contenian interferén o Fc
de inmunoglobulina no unido y se observé que todos los conjugados de proteina, IFNa-PEG-Fc (A), IFNoa-PEG-DG
Fc (B) y IFNa-PEG-derivado de AG Fc recombinante (C), tienen una pureza mayor del 96%.

Para determinar los pesos moleculares precisos de los conjugados de proteina purificados, se analizé la masa para
cada conjugado usando un espectrofotometro de masas MALDI-TOF de alto rendimiento (Voyager DE-STR, Applied
Biosystems). Se uso6 acido sinapinico como una matriz. 0,5 ul de cada muestra de ensayo se aplicaron como
revestimiento en un portaobjetos de muestra y se secaron al aire, se mezclaron nuevamente con el volumen igual de
una solucién de matriz y se secaron al aire y se introdujeron en una fuente de iones. La deteccion se llevo a cabo de
una manera positiva usando un analizador TOF de modo lineal. Los iones se aceleraron con una fuente de
extraccion de division operada con extraccion retardada (ER) usando un tiempo de extraccion retardada de 750 ns a
1500 ns a un voltaje de aceleracion total de aproximadamente 2,5 kV.

Los pesos moleculares observados mediante espectrometria de masas MALDI-TOF para los conjugados de proteina
de Fc preparados en los Ejemplos se proporcionan en la Tabla 1, mas adelante. La FIGURA 5 muestra el resultado
de espectrometria de masas MALDI-TOF del conjugado de EPO-PEG-Fc y la FIGURA 7 muestra los resultados de
espectrometria de masas MALDI-TOF de los conjugados de IFNa-PEG-Fc e IFNa-PEG-DG Fc. Como resultado, se
observé que el conjugado de proteina de EPO-PEG-Fc tiene una pureza de mas del 95% y un peso molecular muy
cercano a un PM tedrico. También, se observd que EPO se acopla al fragmento Fc de inmunoglobulina a una
proporcion de 1:1.

TABLA 1

PM tedrico (kDa) PM medido (kDa)
IFNo-PEG-Fc (E.1) 75,4 75,9
hGH-PEG-Fc (E.3) 78,4 78,6
G-CSF-PEG-Fc (E.4) 75,3 75,9
""S-G-derivado de CSF-PEG-Fc  [75,0 75,9

(E.4)

EPO-PEG-Fc (E.5) 91,4 91,0
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Ademas, cuando Fc y DG Fc preparados en el Ejemplo 10 se examinaron para sus pesos moleculares mediante
espectrometria de masas MALDI-TOF, se observé que DG Fc era de 50 kDa, que es aproximadamente 3-kDa
menos que el Fc nativo (FIGURA 6a). Ya que el PM de 3-kDa corresponde al tamafio tedrico de restos de azucar,
los resultados demuestran que los restos de azucar se eliminaron completamente.

La Tabla 2, mas adelante, muestra los resultados de espectrometria de masas MALDI-TOF del conjugado de IFNa-
PEG-DG Fc preparado en el Ejemplo 11 y los conjugados de IFNa-PEG-derivado de AG Fc recombinante (I y Il)
preparados en el Ejemplo 13. Se observé que el conjugado de IFNa-PEG-DG Fc era 3 kDa mas ligero y el
conjugado de IFNa-PEG-derivado de AG Fc recombinante (I) era aproximadamente 3-4 kDa mas ligero, que el
conjugado de IFNa-PEG-Fc de 75,9 kDa. El conjugado de IFNa-PEG-derivado de AG Fc recombinante (Il) acoplado
a un monémero de Fc mostré un peso molecular reducido en 24,5 kDa correspondiente al peso molecular del
monomero de Fc.

TABLA 2

PM tedrico (kDa) PM medido (kDa)

IFNo-PEG-DG Fc (E.11) 72,8 73,0
IFNo-PEG- derivado de AG Fc recombinante (I) (E.13) |72,3 72,2
IFNa-PEG- derivado de AG Fc recombinante (ll) (E.13) (46,8 46,6

Ejemplo experimental 2: Analisis de farmacocinética |

Formas nativas de proteinas fisioldgicamente activas (controles) y los conjugados de proteina preparados en los
Ejemplos y Ejemplos Comparativos, complejos de -40K PEG, conjugados de -PEG-albumina, conjugados de -PEG-
Fc, conjugados de -PEG-DG Fc y conjugados de -PEG-derivado de AG Fc recombinante, se evaluaron para
estabilidad en suero y parametros de farmacocinética en ratas SD (cinco ratas por grupo). Los controles y los
complejos de -40K PEG, conjugados de -PEG-albumina, conjugados de -PEG-Fc, conjugados de -PEG-DG Fc y
conjugados de -PEG-derivado de AG Fc recombinante (grupos de ensayo) se inyectaron individualmente por via
subcutanea a una dosis de 100 pg/kg. Después de la inyeccidon subcutanea, se recogieron muestras de sangre a
0,5, 1, 2,4,6,12, 24, 30, 48, 72 y 96 h en los grupos de control y, en los grupos de ensayo, a 1, 6, 12, 24, 30, 48,
72, 96, 120, 240 y 288 h. Las muestras de sangre se recogieron en tubos con un anticoagulante, heparina, y se
centrifugaron durante 5 min usando una microcentrifuga de alta velocidad Eppendorf para eliminar las células
sanguineas. Los niveles de proteina sérica se midieron mediante ELISA usando anticuerpos especificos para las
proteinas fisioldgicamente activas.

Los resultados de los analisis de farmacocinética de las formas nativas de IFNa, hGH, G-CSF y EPO, y complejos
de -40K PEG de los mismos, conjugados de -PEG-albumina de los mismos, conjugados de -PEG-Fc de los mismos
y conjugados de -PEG-DG Fc de los mismos, se proporcionan en las Tablas 3 a 7, mas adelante. En las siguientes
tablas, Tmax indica el tiempo necesario para alcanzar la concentracion de farmaco maxima en suero, T indica la
semivida en suero de un farmaco y TRM (tiempo de residencia medio) indica el tiempo medio que una molécula de
farmaco reside en el organismo.

TABLA 3
Farmacocinética de interferén alfa
IFNa-PEG- IFNa-PEG-
IFNa-40K derivado de AG | derivado de AG
IFNo-PEG- | o peG. | IFNa-PEG- | € JeAS | ¢ g
IFNa.Nativo| PEG (CE. | albimina | g2 | DG Fe (E. ¢ recom inante| Fc recam inante
1 (C.E.2) : 11) 0 (n
) (E.13) (E.13)
Toox () 11,0 30 2 30 48 24 24
T2 (h) 1,7 35,8 171 90,4 71,0 61,2 31,2
TRM (h) 2,1 71,5 32,5 150,1 120,6 111,0 58,8
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TABLA 4
Farmacocinética de factor del crecimiento humano
hGH Nativa |hGH-40K PEG (C.E.1) |hGH-PEG-albimina (C.E.2) |[hGH-PEG-Fc (E.3)
Tmax (h) 1,0 12 12 12
Ti2 (h) 1.1 7,7 5,9 11,8
TRM (h) (2,1 18,2 13,0 18,8
TABLA 5
Farmacocinética de G-CSF
G-CSF Nativo |G-CSF-40K PEG (C.E.1) |G-CSF-PEG-albumina (C.E.2) |G-CSF-PEG-Fc (E.4)
Tmax (h) 2,0 12 12 12
T2 (h) 2,8 4,8 5,2 6,9
TRM (h) (5,2 245 25,0 32,6

TABLA 6

Farmacocinética de derivado de ''S-G-CSF

Derivado de '"S-G-CSF | '"S-G-CSF-40K PEG '"S-G-CSF-PEG- '"S-G-CSF-PEG-Fc (E.
nativo (C.E.1) albumina (C.E.2) 4)
Tmax (h) 2,0 24 24 24
Ti2 (h) 2,9 4,3 6,4 7,0
TRM (h) (5,8 244 25,1 33,2
TABLA 7
Farmacocinética de EPO
EPO Nativa | EPO altamente glicosilada| EPO-PEG-Fc (E.5) EPO-PEG-derivado de AG Fc
recombinante (E.13)

Tmax (h) 6,0 12 30 48
Ti2 (h) 9,4 18,4 61,5 87,9
TRM (h) 21,7 26,8 117,6 141,6

Como se muestra a partir de los datos de la Tabla 3 y del grafico de farmacocinética de la FIGURA 9, el conjugado
de proteina de IFNa-PEG-Fc tenia una semivida en suero de 90,4 h, que era aproximadamente 50 veces mas
elevado que el de IFNa nativo y aproximadamente 2,5 veces mas elevado que el de IFNa-40K PEG que tiene una
semivida de 35,8 h, preparado en el Ejemplo Comparativo 1. También, el conjugado de proteina de IFNa-PEG-Fc de
la presente invencién se observd que era superior en semivida en suero a IFNa-PEG-albumina, que tiene una
semivida de 17,1 h.

Por otra parte, como se muestra en la Tabla 3 y en la FIGURA 11, el conjugado de IFNa-PEG-DG Fc tenia una
semivida en suero de 71,0 h, que era casi la misma que la del conjugado de IFNa-PEG-Fc, indicando que la
desglicosilacion de Fc no influye de forma grande sobre la estabilidad in vivo del conjugado de IFNa-PEG-DG Fc.
También, el conjugado preparado usando el derivado de AG Fc recombinante producido mediante un procedimiento
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recombinante se observd que tiene un efecto idéntico al del DG Fc obtenido de la forma nativa. Sin embargo, la
semivida en suero de un complejo acoplado a un mondmero de Fc era aproximadamente la mitad de la de un
complejo acoplado a un dimero de Fc normal.

Como se muestra en la Tabla 4, la hormona del crecimiento humano también mostré una semivida en suero
extendida cuando se conjugaba al fragmento Fc de IgG de acuerdo con la presente invencion. Es decir, en
comparacion con la forma nativa (1,1 h), el complejo de hGH-40K PEG y el conjugado de hGH-PEG-albumina tenian
semividas ligeramente aumentadas de 7,7 y 5,9 h, respectivamente, mientras que el conjugado de proteina de hGH-
PEG-Fc de la presente invencion mostraba una semivida en suero enormemente extendida de 11,8 h.

Como es evidente a partir de los datos de farmacocinética de G-CSF y su derivado en la Tabla 5 y 6, los conjugados
de G-CSF-PEG-Fc y '"S-G-CSF-PEG-Fc presentaron una semivida en suero mucho mas larga que el complejo de -
40K PEG vy el conjugado de -PEG-albumina. Se observé que el fragmento Fc de inmunoglobulina en el suero
prolonga la duracion de accion de las proteinas fisiologicamente activas en formas nativas, asi como también en sus
derivados que tienen alteraciones de determinados restos de aminoacidos en niveles similares a las formas nativas.
A partir de estos resultados, es facilmente predecible que el procedimiento de la presente invencion tendra un efecto
similar sobre otras proteinas y sus derivados.

Como se muestra en la Tabla 7 y la FIGURA 10, la conjugacion de la EPO glicosilada nativa al fragmento Fc también
dio como resultado un aumento en la semivida en suero. Es decir, EPO tenia una semivida en suero de 9,4 h en la
forma nativa y una semivida en suero prolongada de 18,4 h cuando estaba altamente glicosilada para mejorar la
estabilidad en suero. El conjugado de EPO-PEG-Fc, que comprende EPO acoplada al fragmento Fc de
inmunoglobulina de acuerdo con la presente invencién, presentaba una semivida en suero prolongada de forma
marcada de 61,5 h. También, cuando se conjugaba al derivado de Fc aglicosilado (AG) recombinante obtenido de E.
coli, la semivida de EPO aumentaba a 87,9 h, indicando que la aglicosilacion del fragmento Fc permite la
preparacion de un conjugado de proteina que no afecta la estabilidad en suero de la proteina sin funciones de
anticuerpo.

Como es evidente a partir de los resultados anteriores, los conjugados de proteina unidos de forma covalente al
fragmento Fc de inmunoglobulina a través de un polimero no peptidico de acuerdo con la presente invencion
presentaron semividas en suero aumentadas a varias decenas de veces a la de la forma nativa. También, cuando el
Fc de inmunoglobulina se aglicosilaba mediante produccion en E. coli o se desglicosilaba mediante tratamiento
enzimatico, su efecto sobre el aumento de la semivida en suero de su conjugado de proteina se mantenia a un nivel
similar.

En particular, en comparacion con las proteinas modificadas con 40-kDa PEG que tiene la duracion mas larga de
accion entre las moléculas de PEG para aumentar la duracion de accién de las proteinas en el suero, los conjugados
de proteina de Fc de inmunoglobulina tenian estabilidad en suero muy superior. Ademas, en comparacién con los
conjugados de proteina acoplados a albamina en lugar de Fc de inmunoglobulina, los conjugados de proteina de la
presente invencion presentaban estabilidad en suero excelente, indicando que los conjugados de proteina de la
presente invencion son eficaces en el desarrollo de formas de accion prolongada de farmacos de proteina. Estos
resultados, que los presentes conjugados de proteina tienen efectos excelentes sobre la estabilidad en sueroy TRM
en una amplia gama de proteinas incluyendo derivados del factor estimulante de colonias mediante mutacion puntual
en comparacion con proteinas conjugadas a PEG o albumina convencionales, indican que la estabilidad y los
efectos de prolongacion de la duracion de los presentes conjugados de proteina son aplicables a otros polipéptidos
fisioldgicamente activos.

Por otra parte, cuando el conjugado de proteina de IFNa-10K PEG-Fc (Ejemplo 7) preparado usando un polimero no
peptidico, PEG de 10-kDa, se evalué para su semivida en suero de acuerdo con el mismo procedimiento que se ha
descrito anteriormente, el mismo mostré una semivida en suero de 48,8 h, que era algo mas corta que la semivida
en suero (79,7 h) de un conjugado de proteina preparado usando PEG de 3,4-kDa.

Ademas, las semividas en suero de los conjugados de proteina disminuyen con el aumento del peso molecular del
polimero no peptidico PEG. Estos resultados indican que el factor principal que aumenta la estabilidad en suero y la
duracion de los conjugados de proteina es el fragmento Fc de inmunoglobulina conjugado en lugar del polimero no
peptidico.

Incluso cuando el grupo reactivo de PEG se intercambié con un grupo reactivo diferente al grupo aldehido, los
conjugados de proteina con el PEG mostraron patrones similares en peso molecular aparente y semivida en suero a
aquellos acoplados a PEG que tienen un grupo reactivo aldehido.

Ejemplo experimental 3: Analisis de farmacocinética Il

Para determinar las semividas en suero de los conjugados de Fab’-S-PEG-N-Fc y Fab’-N-PEG-N-Fc preparados en
el Ejemplo 8 y 9 y el complejo de Fab’-S-40K PEG preparado en el Ejemplo Comparativo 3, se llevd a cabo el
analisis de farmacocinética de farmaco de acuerdo con el mismo procedimiento del Ejemplo Experimental 2 usando
Fab’ como un control, los conjugados y el complejo. Los resultados se proporcionan en la FIGURA 12.
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Como se muestra en la FIGURA 12, los conjugados de Fab’-S-PEG-N-Fc y Fab’-N-PEG-N-Fc presentaron una
semivida en suero prolongada dos o tres veces en comparacion con el complejo de Fab’ o Fab’-S-40K PEG.

Ejemplo experimental 4: Evaluacién de actividad intracelular de los conjugados de proteina
<4-1> Comparacion de los conjugados de proteina de IFNa para actividad intracelular

Para comparar la actividad intracelular de los conjugados de proteina de IFNa, el IFNa-PEG-Fc (Ejemplo 1), IFNa-
PEG-DG Fc (Ejemplo 11), IFNa-PEG-derivado de AG Fc recombinante (Ejemplo 13), IFNa-40K PEG (Ejemplo
Comparativo 1) e IFNa-PEG-albumina (Ejemplo Comparativo 2) se evaluaron para actividad antiviral mediante un
bioensayo de cultivo celular usando células de Rifién Bovino de Madin Darby (MDBK) (ATCC CCL-22) infectadas
con virus de estomatitis vesicular. Interferon alfa-2b no pegilado, disponible en el Instituto Nacional de Patrones y
Controles Bioldgicos (NIBSC), se usé como un material patron.

Células MDBK se cultivaron en MEM (medio esencial minimo, JBI) complementado con FBS al 10% y
penicilina/estreptomicina al 1% a 37 °C en condicién de CO, al 5%. Las muestras que se tienen que analizar y el
material de patrén se diluyeron con el medio de cultivo hasta concentraciones predeterminadas y alicuotas de 100 pl
se colocaron en cada pocillo de una placa de 96 pocillos. Las células cultivadas se desprendieron, se afiadieron a la
placa que contiene las muestras en un volumen de 100 pl y se cultivaron durante aproximadamente 1 h a 37 °C en
condicion de CO2 al 5%. A continuacion, 50 ul de virus de estomatitis vesicular (VSV) de 5-7x10° PFU se afiadieron
a cada pocillo de la placa y las células se cultivaron adicionalmente durante aproximadamente 16 a 20 h a 37 °C en
condiciones de CO; al 5%. Un pocillo que no contenia la muestra o material de patrén sino que contenia Unicamente
el virus se usé como un control negativo y un pocillo que contenia Unicamente células se usé como un control
positivo.

Después de que el medio de cultivo se habia eliminado, 100 pl de una solucién de rojo neutro se afadieron a la
placa para tefiir las células viables, seguido por incubacién durante 2 h a 37 °C en condicion de CO; al 5%. Después
los sobrenadantes se eliminaron, se afiadieron 100 ul de una mezcla 1:1 de etanol al 100% y acido acético al 1% a
cada pocillo de la placa. Después de mezcla vigorosa para disolver todos los cristales de rojo neutro eluidos a partir
de las células tefidas, se midio la absorbancia a 540 nm. El control negativo se usé como un blanco y se calcularon
los valores de DEsg (dosis que causa el 50% de la inhibicion de crecimiento celular), donde el crecimiento celular del
control positivo se ajusté al 100%.

TABLA 8
Conc. (ng/ml) | Actividad especifica (Ul/mg) | Actividad relativa (%) para IFNa
nativo
IFNo Nativo 100 4,24E+08 100
IFNa-40K PEG 100 2,04E+07 4,8
IFNa-PEG-albimina 100 2,21E+07 5,2
IFNa-PEG-Fc 100 1,19E+08 28,1
IFNo-PEG-DG Fc 100 1,09E+08 25,7
IFNa-PEG-derivado de AG Fc (100 9,58E+07 22,6
recombinante

Como se muestra en la Tabla 8, el IFNa-40K PEG disminuy6 en actividad al 4,8% del IFNa nativo. Especialmente, a
medida que el tamafio de los restos de PEG aumentaba, un conjugado de proteina tiene estabilidad en suero
mejorada pero actividad gradualmente reducida. Se informé que el interferén alfa tiene actividades in vitro del 25%
cuando se modifica con PEG de 12-kDa y aproximadamente el 7% cuando se modifica con PEG de 40-kDa (P.
Bailon y col., Bioconjugate Chem. 12: 195-202, 2001). Es decir, debido a que un conjugado de proteina tiene una
semivida mas larga pero su actividad biologica se reduce de forma marcada a medida que el peso molecular de los
restos de PEG aumenta, existe una necesidad de desarrollo de un conjugado de proteina que tenga una semivida en
suero mas larga y una actividad mas fuerte. Ademas, el conjugado de IFNa-PEG-albumina presenté una actividad
débil de aproximadamente el 5,2% en comparacion con el IFNa nativo. Por el contrario, los conjugados de IFNo-
PEG-Fc y IFNa-PEG-DG Fc de la presente invencion mostraron una actividad relativa marcadamente mejorada del
28,1% vy el 25,7% en comparacion con el IFNa nativo. También, la conjugacion de IFNa al derivado de AG Fc
recombinante dio como resultado un aumento similar en actividad. A partir de estos resultados, se espera que el
interferon alfa conjugado al fragmento Fc de inmunoglobulina tenga una semivida en suero aumentada de forma
marcada y eficacia farmacéutica enormemente mejorada in vivo.
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<4-2> Comparacion de los conjugados de proteina de hormona del crecimiento humano para actividad intracelular.

Para comparar la actividad intracelular de los conjugados de proteina de hormona del crecimiento humana, los hGH-
PEG-Fc, hGH-40K PEG y hGH-PEG-albumina se compararon para actividad intracelular.

Las actividades intracelulares de los conjugados de hGH se midieron mediante un ensayo in vitro usando una linea
de células de linfoma de ganglios de rata, Nb2 (Coleccion Europea de Cultivos Celulares (ECACC) N° 97041101),
que desarrolla mitogénesis dependiente de la hormona del crecimiento humano.

Las células Nb2 se cultivaron en medio de Fisher complementado con FBS al 10% (suero fetal bovino), NaCOs al
0,075%, 2-mercaptoetanol 0,05 mM y glutamina 2 mM y se cultivaron adicionalmente en un medio similar que no
contenia FBS al 10% durante 24 h. A continuacion, se realizé6 el recuento de las células cultivadas y
aproximadamente 2x10* células se dividieron en alicuotas en cada pocillo de una placa de 96 pocillos. El hGH-PEG-
Fc, el hGH-40K PEG, el hGH-PEG-albumina, un patrén disponible en el Instituto Nacional de Patrones y Controles
Bioldgicos (NIBSC) como un control y hormona del crecimiento humano nativa (HM-hGH) se diluyeron y afiadieron a
cada pocillo a diversas concentraciones, seguido por incubacién durante 48 h a 37 °C en condicion de CO; al 5%. A
partir de entonces, para medir la actividad de proliferacién celular mediante la determinacién del nimero de células
en cada pocillo, 25 pl del reactivo Cell Titer 96 Aqueous One Solution (Promega) se afiadieron a cada pocillo y las
células se cultivaron adicionalmente durante 4 h. La absorbancia se midié a 490 nm y se calculd un titulo para cada
muestra. Los resultados se proporcionan en la Tabla 9, mas adelante.

TABLA 9
Conc. (ng/ml) Actividad especifica* | Actividad relativa (%) para HM-hGH
(U/mg) Nativa
hGH Nativa 100 2,71E+06 100
hGH (patrén disponible en NIBSC) 100 2,58E+06 95,2
hGH-40K PEG 100 0,206E+06 7,6
hGH-PEG-albumina 100 0,141E+06 5,2
hGH-PEG-Fc 100 0,76E+06 28,1

Actividad especifica*=1/DEsox10° (DEso: cantidad de proteina necesaria para el 50% del crecimiento celular maximo

Como se muestra en la Tabla 9, también en el caso de hormona del crecimiento humana, la conjugacion de PEG de
40-kDa (hGH-40K PEG) dio como resultado una reduccion de la actividad hasta aproximadamente el 7,6% de la
forma nativa y el conjugado de hGH-PEG-albumina presenté una actividad in vitro baja que era aproximadamente el
5,2% de la hGH nativa. Sin embargo, el conjugado de hGH-PEG-Fc de la presente invencion aumenté de forma
marcada la actividad relativa a mas del 28% en comparacion con la hGH humana. A partir de estos resultados, se
espera que la hormona del crecimiento humana unida al fragmento Fc de inmunoglobulina tenga una semivida en
suero aumentada de forma marcada y una eficacia farmacéutica in vivo enormemente mejorada. Ademas, se cree
que la actividad aumentada de los conjugados de proteina de Fc de inmunoglobulina de la presente invencion se
debe a la estabilidad en suero aumentada y a la afinidad de unién conservada para los receptores debido al Fc de
inmunoglobulina o debido al espacio formado por el polimero no peptidico. Estos efectos se predice que son
aplicables a conjugados de proteina de Fc de inmunoglobulina acoplados a otras proteinas fisiolégicamente activas.

<4-3> Comparacion de los conjugados de proteina de G-CSF para actividad intracelular

Para comparar la actividad intracelular de los con;ugados de proteina con un derivado de G-CSF, el G-CSF nativo
(Filgrastim, Jeil Pharm. Co., Ltd.), derivado de ""Ser-G-CSF, 20K PEG-G-CSF (Neulasta), 40K PEG-'’S-G-CSF,
"Ser-G-CSF-PEG-albumina y "S-G-CSF-PEG-Fc se compararon para actividad intracelular.

En primer lugar, una linea de células mieloides humanas, HL-60 (ATCC CCL-240, paciente de leucemia
promielocitica/mujer Caucasica de 36 afios de edad), se cultivd en medio RPMI 1640 comg)lementado con FBS al
10%. Las células cultivadas se suspendieron a una densidad de aproximadamente 2,2x10° células/ml y se afiadié
DMSO (dimetilsulféxido, grado de cultivo, Sigma) al mismo a una concentracion final del 1,25% (v/v). A continuacion,
90 pl de la suspensidn celular se sembraron en cada pocillo de una placa de 96 pocillos (placa de 96 pocillos
Corning/evaporacion baja), proporcionando de ese modo una densidad de aproximadamente 2x10* células por
pocillo y se cultivaron en una incubadora a 37 °C con CO; al 5% durante aproximadamente 72 h.

Cada muestra, cuya concentracion de proteina se determin6 usando un kit de ELISA de G-CSF (R&D systems), se
diluyé con RPMI 1640 hasta una concentracion idéntica de 10 ug/ml y se diluy6 adicionalmente dos veces con RPMI
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1640 diecinueve veces. Las diluciones de dos veces en serie se anadieron individualmente a cada pocillo que
contenia células HL-60 a un volumen de 10 pl, de forma que la concentracion de cada muestra comenzaba a 1
pg/ml. A continuacion, las células se cultivaron en una incubadora a 37 °C durante 72 h.

La proliferacion de células HL-60 se ensayo usando Cell Titer 96 (N° de Cat G4100, Promega) y el nimero de
células aumentado se determiné midiendo la absorbancia a 670 nm.

TABLA 10
DEso (Ul/mg) Actividad relativa (%) para G-CSF

nativo
G-CSF Nativo 0,30 100
""Ser-G-CSF 0,26 115
G-CSF-20K PEG (Neulasta) (1,20 25
""Ser-G-CSF-40K PEG 10,0 <10,0
""Ser-G-CSF-PEG-albdmina [1,30 23,0
"Ser-G-CSF-PEG-Fc 0,58 51,7

Como se muestra en la Tabla 10, los conjugados de proteina de Fc de inmunoglobulina acoplados a un derivado de
G-CSF que tienen una sustitucién de aminoacido, 17Ser-G-CSF, también presentaron efectos similares a conjugados
de proteina acoplados a G-CSF nativo. El Ser-G-CSF-PEG se informo previamente que tiene una semivida en
suero relativamente aumentada pero una actividad reducida en comparacién con "Ser-G-CSF no pegilado
(Publicacion de Patente Coreana abierta a Consulta por el Publico N° 2004-83268). Especialmente, a medida que
aumenta el tamafo de los restos de PEG, un conjugado de proteina tenia estabilidad en suero aumentada pero
actividad gradualmente reducida. El '"Ser-G-CSF-40K PEG mostré una actividad muy baja de menos de
aproximadamente el 10% en comparacién con la forma nativa. Es decir, debido a que un conjugado de proteina
tiene una semivida en suero extendida pero una actividad reducida de forma marcada a medida que el peso
molecular de los restos de PEG aumenta, existe la necesidad del desarrollo de un conjugado de proteina que tenga
una semivida en suero larga y actividad fuerte. El "’ Ser-G-CSF-PEG-alblimina también mostré una actividad baja de
aproximadamente el 23% en comparacion con el G-CSF nativo. Por el contrario, el "Ser-G-CSF-PEG-Fc tenia una
actividad relativa enormemente aumentada hasta mas del 51% en comparacion con el G-CSF nativo. A partir de
estos resultados, se espera que ""Ser-G-CSF enlazado al fragmento Fc de inmunoglobulina tenga una semivida en
suero aumentada de forma marcada y una eficacia farmacéutica in vivo enormemente mejorada.

<4-4> Ensayo de neutralizacion de citotoxicidad para los conjugados de Fab’

Se llevé a cabo un ensayo de actividad in vitro usando los conjugados de Fab’-S-PEG-N-Fc y Fab’-N-PEG-N-Fc
preparados en el Ejemplo 8 y 9 y el complejo de Fab’-S-40K PEG preparado en el Ejemplo Comparativo 3. A través
de un ensayo de citotoxicidad basado en la medicion de citotoxicidad mediada por TNFa, los conjugados de Fab’ se
evaluaron para determinar si los mismos neutralizan la apoptosis inducida por TNFa en una linea de células de
fibroblastos de raton, L929 (ATCC CRL-2148).

El conjugado de Fab’-S-PEG-N-Fc y Fab’-N-PEG-N-Fc y el complejo de Fab’-S-40K PEG se diluyeron en serie dos
veces Yy alicuotas de 100 pl se colocaron en pocillos de una placa de 96 pocillos. rhTNF-a (R&D systems) y
actinomicina D (Sigma) usados como un inhibidor de sintesis de ARN se afiadieron a cada pocillo a concentraciones
finales de 10 ng/mly 1 pg/ml, respectivamente, se incubaron durante 30 min en una incubadora a 37 °C con CO., al
5% y se transfirieron a una placa de microtitulacion para ensayo. Las células L929 se afiadieron a cada pocillo a una
densidad de 5x10* células/ 50 ul de medio y se cultivaron durante 24 h en una incubadora a 37 °C con CO; al 5%.
Después de que el medio de cultivo se elimind, 50 ul de MTT (Sigma) disuelto en PBS a una concentracion de 5
mg/ml se afiadieron a cada pocillo y las células se cultivaron adicionalmente durante aproximadamente 4 h en una
incubadora a 37 °C con CO; al 5%. 150 pl de DMSO se afadieron a cada pocillo y se determin6 el grado de
neutralizacion de citotoxicidad midiendo la absorbancia a 540 nm. Como un control, se usé el Fab’ purificado en la
etapa 1 del Ejemplo 8.

Como se muestra en la FIGURA 13, todos los conjugados de proteina usados en este ensayo tenian un titulo similar
al Fab’. Estos resultados indican que, cuando se prepara un conjugado de proteina enlazando un Fc de
inmunoglobulina a un resto de cisteina libre cerca del extremo N o el extremo C de un Fab’ a través de PEG, el Fab’
muestra una semivida en suero aumentada de forma marcada y una actividad in vivo elevada.

<4-5> Ensayo de citotoxicidad dependiente de complemento (CDC)
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Para determinar si los derivados preparados en los Ejemplos y las proteinas correspondientes a las regiones
constantes de inmunoglobulinas, expresadas en los transformantes de E. coli y purificadas, se unen a C1q humano,
se llevo a cabo un ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA) de la forma siguiente. Como grupos de
ensayo, se usaron regiones constantes de inmunoglobulina producidas por los transformantes HM10932 y
HM10927, depositados en el Centro de Cultivo de Microorganismos Coreano (KCCM) el 15 de septiembre de 2004 y
se les asignaron los nimeros de acceso KCCM-10597, KCCM-10588 y los derivados preparados en los Ejemplos
anteriores. Como patrones, se usaron una inmunoglobulina glicosilada (IVIG-globulin S, Green Cross PBM) y varios
anticuerpos disponibles en el mercado usados como anticuerpos terapéuticos. Las muestras de ensayo y patrén se
prepararon en tampén de carbonato 10 mM (pH 9,6) a una concentracién de 1 pug/ml. Las muestras se dividieron en
alicuotas en una placa de 96 pocillos (Nunc) en una cantidad de 200 ng por pocillo y la placa se revistié durante una
noche a 4 °C. A continuacion, cada pocillo se lavé con PBS-T (NaCl 137 mM, KCI 2 mM, Na;HPO410 mM, KH2PO42
mM, Tween 20 al 0,05%) tres veces, se bloqued con 250 pl de un tampén de blogueo (albumina sérica bovina al 1%
en PBS-T) a temperatura ambiente durante 1 h y se lavd nuevamente con el mismo PBS-T tres veces. Las muestras
patron y de ensayo se diluyeron en PBS-T hasta una concentracion predeterminada y se afiadieron a pocillos
revestidos con anticuerpo y la placa se incub6 a temperatura ambiente durante 1 h y se lavo con PBS-T tres veces.
A partir de entonces, se afiadieron 2 pug/ml de C1q (R&D Systems) a la placa y se sometieron a reaccion a
temperatura ambiente durante 2 h y la placa se lavd con PBS-T seis veces. 200 pl de una dilucién 1:1000 de un
conjugado anticuerpo anti-C1q humano-peroxidasa humano (Biogenesis, EE.UU.) en el tampoén de bloqueo se
afadieron a cada pocillo y se sometieron a reacciéon a temperatura ambiente durante 1 h. Después de que cada
pocillo se lavé con PBS-T tres veces, se mezclaron volimenes iguales de reactivos de color Ay B (Color A: peréxido
estabilizado y Color B: cromoégeno estabilizado; DY 999, R&D Systems) y 200 ul de la mezcla se afadieron a cada
pocillo, seguido por incubacion durante 30 min. A continuacion, se afiadieron 50 pl de una solucion de terminacion
de reaccion, acido sulfurico 2 M, a cada pocillo. La placa se leyé usando un lector de placa de microtitulacion
(Molecular Device). La absorbancia de las muestras patron y de ensayo se midié a 450 nm vy los resultados se
proporcionan en las FIGURAS 14 y 15, respectivamente.

Cuando las subclases de inmunoglobulina se compararon entre si para actividad de complemento en su fragmento
Fc de inmunoglobulina, la afinidad de unién mas elevada a C1q se observd en inmunoglobulina humana IgG1
(Fitzgerald), la siguiente en IgG2 (Fitzgerald) y después IgG4 (Fitzgerald), indicando que existe una diferencia entre
subclases y actividad de complemento. El IVIG usado en este ensayo, que es una combinacion de subclases de IgG,
mostré una afinidad de uniéon de C1q casi igual a la IgG1 purificada debido a que IgG1 asciende a casi la totalidad de
IVIG. En comparacion con estos patrones, con respecto a cambios en la afinidad de unién a C1q por aglicosilacion,
Fc de IgG1 que tiene la actividad de complemento mas fuerte disminuia de forma marcada cuando estaba
aglicosilado. Fc de IgG4, que se conoce que no induce activacion de complemento, rara vez tenia afinidad de unién
a C1q, indicando que el Fc de IgG4 se usa como un vehiculo recombinante excelente sin actividad de complemento
(FIGURA 14).

Para determinar si el vehiculo mantiene su propiedad de no tener afinidad de unién a C1q incluso después de
conjugarse a un péptido fisiolégicamente activo, se prepararon conjugados de IFN alfa-Fc usando Fc glicosilado, Fc
desglicosilado enzimaticamente y Fc recombinante aglicosilado como vehiculo para IFN alfa y se evaluaron para su
afinidad de unién a C1q. Un conjugado de IFN alfa acoplado a Fc glicosilado (IFNa-PEG-Fc: IgG1Fc Glicosilado)
mantuvo una afinidad de unién a C1q. Por el contrario, cuando interferon alfa se acoplaba a un Fc desglicosilado
usando PNGasa F y otras enzimas, el conjugado resultante (IFNa-PEG-DGFc: IgG1Fc Desglicosilado) presentaba
una afinidad de union reducida de forma marcada a C1q, que era similar a la del conjugado de Fc aglicosilado
obtenido de E. coli. Ademas, cuando el resto de IgG1 del conjugado de interferén alfa acoplado a Fc de 1gG1
aglicosilado (IFNa-PEG-AGFcG1:1gG1Fc Aglicosilado), se intercambié con el resto de 1gG4, se observé que el
conjugado de interferén resultante (IFNa-PEG- derivado de FcG4 1:19G4Fc Aglicosilado) perdia completamente su
afinidad de uniéon a C1g. Cuando el resto de Fc de IgG1 se intercambiaba con el mondmero de Fc de IgG4, el
conjugado resultante (IFNa-PEG- derivado de FcG4 2:1gG4Fc Aglicosilado). Estos resultados indican que tales
formas del fragmento Fc de IgG4 son utiles como vehiculos excelentes que no tienen funciones efectoras de
fragmentos de anticuerpo (FIGURA 15).

Aplicabilidad industrial

Como se ha descrito en el presente documento anteriormente, la composicién farmacéutica de la presente invencion
aumenta enormemente las semividas en plasma de farmacos. Por otra parte, los conjugados de proteina superan la
desventaja mas significativa de las formulaciones de accion prolongada convencionales, reduciendo los titulos de
farmaco, teniendo de ese modo tiempo de circulacién en sangre y actividad in vivo superior a albumina, que
previamente se conocia como la mas eficaz. Adicionalmente, los conjugados de proteina no tienen riesgo de inducir
respuestas inmunes. Debido a estas ventajas, los conjugados de proteinas son utiles para desarrollar formulaciones
de accion prolongada de farmacos de proteina. Las formulaciones de accion prolongada de farmacos de proteina de
acuerdo con la presente invencién son capaces de reducir el dolor de pacientes proveniente de inyecciones
frecuentes y de mantener concentraciones en suero de polipéptidos activos durante un periodo de tiempo
prolongado, proporcionando de ese modo eficacia farmacéutica de forma estable.
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Ademas, el presente procedimiento de preparacion de un conjugado de proteina supera las desventajas de la
produccion de proteina de fusion mediante manipulacion genética, incluyendo el establecimiento dificil de sistemas
de expresion, glicosilacion diferente a partir de una forma nativa, induccién de respuesta inmune y orientacion
limitada de fusién de proteina, rendimientos bajos debido a reacciones inespecificas y problemas de acoplamiento
quimico tales como toxicidad de compuestos quimicos usados como aglutinantes, proporcionando de este modo
facilmente y de forma econémica farmacos de proteina con semivida en suero extendida y actividad elevada.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Hanmi Pharm. Co., Ltd.

<120> COMPOSICION FARMACEUTICA QUE COMPRENDE UN FC DE INMUNOGLOBULINA COMO
VEHICULO

<150> KR10-2003-0080299
<151> 13-11-2003

<160> 6
<170> Kopatentin 1.71

<210>1

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> cebador

<400> 1
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<210> 2

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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<400> 2
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<213> Secuencia artificial

<220>
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<212> ADN
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<400> 4
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién farmacéutica que comprende el fragmento Fc de inmunoglobulina como un vehiculo, en el que
dicho fragmento Fc de inmunoglobulina estd unido covalentemente a un farmaco que es un polipéptido
fisioldgicamente activo a través de un engarce no peptidico, en el que el enlace entre el fragmento Fc de
inmunoglobulina y el farmaco no es una fusidon mediante recombinacién genética y en el que el engarce no peptidico
esta seleccionado entre el grupo que consiste en poli(etilenglicol) (PEG), poli(propilenglicol), copolimeros de
etilenglicol y propilenglicol, polioles polioxietilados, alcohol polivinilico, polisacaridos, dextrano, polivinil éter,
polimeros biodegradables, polimeros lipidicos, quitinas y acido hialurénico.

2. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el fragmento Fc de inmunoglobulina
esta aglicosilado.

3. La composicién farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el fragmento Fc de inmunoglobulina
esta compuesto de uno a cuatro dominios seleccionados entre el grupo que consiste en dominios CH1, CH2, CH3 y
CH4.

4. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 3, en la que el fragmento Fc de inmunoglobulina
incluye ademas una region bisagra.

5. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 1, en la que el fragmento Fc de inmunoglobulina
esta seleccionado entre el grupo que consiste en fragmentos Fc de IgG, IgA, IgD, IgE, IgM y combinaciones e
hibridos de los mismos.

6. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 5, en la que el fragmento Fc de inmunoglobulina
esta seleccionado entre el grupo que consiste en fragmentos Fc de 1gG1, 1gG2, 1gG3, IgG4 y combinaciones e
hibridos de los mismos.

7. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 6, en la que el fragmento Fc de inmunoglobulina es
un fragmento Fc de IgG4.

8. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 7, en la que el fragmento Fc de inmunoglobulina es
un fragmento Fc de 1gG4 aglicosilado humano.

9. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicaciéon 1, en la que el polipéptido fisiolégicamente activo
esta seleccionado entre el grupo que consiste en hormonas, citoquinas, enzimas, anticuerpos, factores del
crecimiento, factores reguladores de la transcripcion, factores de coagulacion, vacunas, proteinas estructurales,
proteinas de ligando y receptores.

10. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 9, en la que el polipéptido fisioldgicamente activo
esta seleccionado entre el grupo que consiste en hormona de liberacién de la hormona del crecimiento, péptido de
liberacién de la hormona del crecimiento, interferones, receptores de interferén, factores estimulantes de colonias,
péptidos similares a glucagon, receptor acoplado a proteina G, interleuquinas, receptores de interleuquinas,
enzimas, proteinas de unioén a interleuquina, proteinas de unién a citoquina, factor activador de macréfagos, péptido
de macroéfagos, factor de células B, factor de células T, proteina A, inhibidor de alergia, glicoproteinas de necrosis
celular, inmunotoxina, linfotoxina, factor de necrosis tumoral, supresores tumorales, factor del crecimiento de
metastasis, alfa-1 antitripsina, albumina, alfa-lactalbumina, apolipoproteina-E, eritropoyetina, eritropoyetina
altamente glicosilada, angiopoyetinas, hemoglobina, trombina, péptido activador de receptor de trombina,
trombomodulina, factor VII, factor Vlla, factor VIII, factor IX, factor Xlll, factor activador de plasminégeno, péptido de
unién a fibrina, uroquinasa, estreptoquinasa, hirudina, proteina C, proteina C reactiva, inhibidor de renina, inhibidor
de colagenasa, superdxido dismutasa, leptina, factor del crecimiento derivado de plaquetas, factor del crecimiento
epitelial, factor del crecimiento epidérmico, angiostatina, angiotensina, factor de crecimiento &seo, proteina
estimuladora de huesos, calcitonina, insulina, atriopeptina, factor inductor de cartilago, elcatonina, factor activador de
tejido conectivo, inhibidor de la ruta del factor tisular, hormona foliculoestimulante, hormona luteinizante, hormona de
liberacién de la hormona luteinizante, factores del crecimiento nervioso, hormona paratiroidea, relaxina, secretina,
somatomedina, factor de crecimiento similar a insulina, hormona adrenocortical, glucagén, colecistoquinina,
polipéptido pancreatico, péptido de liberacion de gastrina, factor de liberacion de corticotropina, hormona estimulante
de tiroides, autotaxina, lactoferrina, miostatina, receptores, antagonistas de receptores, antigenos de superficie
celular, antigenos de vacuna obtenidos de virus, anticuerpos monoclonales, anticuerpos policlonales y fragmentos
de anticuerpo.

11. La composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 11, en la que el polipéptido fisiol6gicamente activo
esta seleccionado entre el grupo que consiste en factor estimulante de colonias, interferon alfa, eritropoyetina
humana y fragmento de anticuerpo Fab’.

12. Un procedimiento para mejorar la duracion in vivo de la accion de un farmaco, que se caracteriza por el uso in
vitro del farmaco como la composicion farmacéutica definida en cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.
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FIG. 1
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FIG. 2
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FIG. 3

M: marcador de tamafio molecular
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Carril 2: Proteina fisiolégicamente activa

Carril 3: Conjugado de proteina fisioldgicamente activa-PEG-Fc
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FIG. 8a
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FIG. 8b
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FIG. 8c

]

120

mAU, MWDLE Sig=260.16 Ref~350,100 640/ D¢072602D)

ety

M ! N - S

Tiempo (min)

38



ES 2438 098 T3

10000 sama — - —

Conc. (ng/ml)

1000

A0 4

04

| == [FNg —————

| == 40K BEG-]FN 2 1 ,
~%= (FNa~PEE -Fe '
- 1fHa-f'E6- albimina
U] 50 6 16 200 30 @0 "0

Tiempo (h)

39



cone. ng/mt

10000

1000 4=

0,01

ES 2438 098 T3

. R . — . wn . b= o . C B e

e A LR S i e oAb o e

~—&— EPOQ.PEG-FC
=== EPO hiperglicosilada

—{1= EPO-PEG-AGFc e

T '

b £0

100 140 200 :so 300
Tiempo (h)

40



ES 2438 098 T3

FIG. 11
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FIG. 12
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- FIG. 13
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FIG. 15
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