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DESCRIPCION
Adsorbentes de afinidad para Factor VIl y Factor de von Willebrand
Campo de la invencion
La presente invencion se refiere a compuestos y a su uso como ligandos de afinidad.
Antecedentes de la invencién

El Factor VIl (conocido anteriormente como factor antihemofilico) es una glucoproteina presente en el plasma
circulante en niveles de -200 ng/mL. La proteina de cadena Unica y de ocurrencia natural tiene un peso molecular
heterogéneo de entre 265 y 270 kDa dependiendo de la glucosilacion, aunque se observan proteinas de peso
molecular de 170-280 kDa en plasma dependiendo de la variacion alélica, la glucosilacién, la modificacion y la
fragmentacion in vivo. Existen diversos productos de Factor VIII recombinantes, y también varian considerablemente
en la estructura de proteinas y el peso molecular.

El Factor VIl en plasma tiene el factor de complicacién adicional de que existe en estrecha asociacion con el Factor
de von Willebrand (VWWF), una proteina multimérica compleja implicada también en la coagulacion. El vVWF en si es
de utilidad terapéutica, ya sea en solitario o en conjuncion con el Factor VII.

El Factor VI participa en una cascada de coagulacion compleja que culmina en la conversion de vVWF/FVIII en fibrina,
y en la formacion de un coagulo de fibrina. Las anomalias genéticas en la produccion de Factor VIII producen la
enfermedad Hemofilia A, que se manifiesta principalmente en episodios hemorragicos repetidos debidos a la
reduccion o ausencia de formacion de coagulos. La Hemofilia A y sus sintomas (tales como hemorragia
incontrolada) pueden ser tratados con Factor VIl recombinante o derivado de plasma. Con una dosis apropiada, el
uso profilactico de Factor VIII puede reducir acusadamente el nimero y la gravedad de los episodios hemorragicos,
incluidos los observados durante la cirugia.

La purificacion de Factor VIII/VWF a partir de plasma o de Factor VIl a partir de fuentes recombinantes es un
proceso complejo, que implica generalmente una serie de etapas cromatograficas y/o de precipitacion y/o de
inactivacion virica. La purificacion a partir de plasma implica a menudo adicionalmente etapas de crioprecipitacion
inicial y reconstitucion. Estos procedimientos complejos de purificacion, junto con la inestabilidad intrinseca de las
proteinas, producen rendimientos bajos de producto purificado. Se ha descrito la cromatografia de inmunoafinidad,
aunque aparte de su alto coste inherente, los materiales para cromatografia usados adolecen de falta de estabilidad
y capacidad de limpieza, lo que da como resultado una reutilizacion muy limitada. Los medios basados en ligandos
con péptidos adolecen de problemas similares que los medios de inmunoafinidad, y no han encontrado una
aceptacion extensa. Seria conveniente obtener un material cromatografico capaz de aislar el Factor VIl o Factor
VIll/Factor de von Willebrand a partir de una serie de fuentes en un rendimiento, una pureza y una eficacia en costes
no posibles hasta ahora.

El documento WO-97/10.887 divulga compuestos a base de triacina, utiles como adsorbentes de afinidad, de
formula |

/R4
R — (CHz), —Y. X\ i— (CH2)n_Q\\R5
| "o
NY X
I

A

donde R1 es H, alquilo, hidroxialquilo, ciclohexilo, NH,, fenilo, naftilo, 1-fenilpirazol, indazol, benzotiazol, benzoxazol
o bencimidazol, cualquiera de cuyos grupos aromaticos puede estar sustituido por uno o varios entre alquilo, alcoxi,
aciloxi, acilamino, amino, NH», OH, COH, sulfonilo, carbamoilo, sulfamoilo, alquilsulfonilo y halégeno;

un X es Ny el otro es N, C-Cl o C-CN;



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2573454 T3

Y es O, S o NRy;

Zes O,SoNR3;

R2 y R3 son cada uno H, alquilo, hidroxialquilo, bencilo o -feniletilo;

Q es benceno, naftaleno, benzotiazol, benzoxazol, 1-fenilpirazol, indazol o bencimidazol;

R4, Rs y Res son cada uno H, OH, alquilo, alcoxi, amino, NHy, aciloxi, acilamino, CO;H, acido sulfénico, carbamoilo,
sulfamoilo, alquilsulfonilo o halégeno;

nesde0aé6;

pesde0a20;y

A es una matriz de soporte, unida opcionalmente al anillo de triacina por un separador.

Se divulgan compuestos de formula | que tienen afinidad por las proteinas como, por ejemplo, inmunoglobulinas,
insulina, Factor VII u hormona del crecimiento humano.

Se divulgan compuestos de estructura relacionada en los documentos WO-00/67.900 y WO-03/097.112. Tienen
afinidad por las endotoxinas.

Resumen de la invencion

Sorprendentemente, se ha encontrado que algunos compuestos, muchos de los cuales son nuevos, son Utiles para
el aislamiento basado en la afinidad de vVWF/FVIII. Estos compuestos se definen en las reivindicaciones 1y 3 a 5.

Descripcion de la invencion

Los documentos WO-97/10.887, WO-00/67.900 y WO-03/097.112 divulgan como pueden construirse bibliotecas
combinatorias de ligandos en un soporte solido. Durante el cribado de un conjunto de estas bibliotecas
combinatorias con plasma humano en reserva como materia prima, se identificé una serie de ligandos como capaces
de unirse selectivamente y eluir VWF/FVIII humano.

Los compuestos de formula lll, IV y V, para su uso en la invencion, pueden prepararse mediante procedimientos
conocidos para los expertos en la materia. Dichos procedimientos se describen en las 3 publicaciones PCT
identificadas anteriormente; pueden adaptarse facilmente a la preparacion de nuevos compuestos.

El documento WO-97/10.887 ofrece ejemplos de A, incluyendo separadores o agentes de unién L a través de los
cuales es posible ligar el anillo de triacina con un soporte sélido M. Tal como se describe en el documento WO-
97/10,887, dichos soportes incluyen agarosa, sefarosa, silice, celulosa, dextrano, almidén, alginato, carragenano,
polimeros sintéticos, vidrio y éxidos metalicos. Dichos materiales pueden activarse antes de la reaccion para formar
un adsorbente de la presente invencion.

L puede ser, por ejemplo, -T-(-V1-V2)m-, donde

TesO,So -NR7-;

mes061;

V' es un radical de hidrocarburo opcionalmente sustituido de 2 a 20 atomos de C; y
V2 es 0, S, -COO0-, -CONH-, -NHCO-, -PO3H-, -NH-arileno-SO,-CH2-CHz- 0 -NRs-; y
R’ y R® son cada uno independientemente H o alquilo C1s.

El adsorbente de uniéon a VWF/FVIII esta representado por la estructura lll

No _N_ _N
MeO NT\
N\fN 1]
A

El adsorbente de unién a vVWF/FVIII esta representado también por la estructura 1V (protonada a pH fisioldgico)

Z—

3



5

10

15

20

25

30

35

40

ES 2573454 T3

H

H
N N\ N ‘ N/\
HO \l\‘ll//N \(:(O\HK
\r v

A

El adsorbente de union a vVWF/FVIII esta representado también por la estructura V mostrada a continuacion:

' g

MeO HTN\ NN~
N N '
T

Los ligandos de union a VWF/FVIIl y los adsorbentes descritos en la presente memoria descriptiva son Utiles para la
purificacion de VWF/FVIII a partir de mezclas complejas que incluyen, pero no se limitan a, plasma humano y
sobrenadantes de fermentacion recombinantes. Esta utilidad se muestra a continuacion en el Ejemplo 4, mediante
experimentos de cromatografia que usan plasma humano en reserva.

El término "vWF/FVIII" se usa en la presente memoria descriptiva para describir el VWF/FVIII en si y también
analogos que tienen las caracteristicas funcionales de VWF/FVIII, por ejemplo en términos de afinidad para un
compuesto dado descrito en la presente memoria descriptiva. Asi, el analito puede ser una proteina que es un
fragmento funcional de VWF/FVIII, o un analogo estructural que tiene uno, mas de todos los mismos sitios de union,
0 una proteina de fusion.

Los siguientes Ejemplos ilustran la invencion.
Sintesis de diclorotriacinil-(R)-1-(3-metoxifenil)-etilamina

Se enfrié cloruro cianurico (5,0 g) disuelto en acetona (35 mL) a 0°C, antes de afadir (R)-1-(3-metoxifenil)etilamina
(4,1 g) en disolucién en acetona (50 ml) gota a gota durante 30 minutos con enfriamiento, para asegurar que la
temperatura no superara 5°C. A continuacion se afadié hidroxido de sodio 10 M (2,71 mL) lentamente. Después de
45 minutos, se afadio la mezcla de reaccion con agitacion en agua helada (20 g). Se extrajo el producto oleoso en
diclorometano (150 mL), se seco sobre sulfato de magnesio anhidro y se evaporé para producir el producto como un
aceite amarillo (7,96 g).

Ejemplo 1 - Sintesis de adsorbente V

A amino-Sefarosa CL-4B (475 g de peso sedimentado en agua - 16 pmol/g de sustitucion) se afhadid
dimetilformamida (DMF) (475 mL). Se afadio di-isopropiletilamina (4,37 mL), se agitd la mezcla durante 15 minutos
antes de afiadir diclorotriacinil-(R)-1-(3-metoxifenil)-etilamina (7,57 g) disuelta en DMF (250 mL) a la mezcla de
reaccion. Se agitd la mezcla durante 3 horas antes de lavar el gel con DMF acuosa al 70% (4 x 500 mL), DMF
acuosa al 50% (2 x 500 mL) y agua (11 x 500 mL). 150 g (sedimentados) de este material se llevaron a suspension
espesa en agua (75 mL) y se afiadieron en porciones a una solucion de N,N-dietil-1,3-propanodiamina (3,8 mL) en
agua (75 mL) a 60°C. Después de la adicion, se calentd de nuevo la mezcla a 60°C, y se agité a esta temperatura
durante 19 horas. A continuacion se filiré el gel y se lavd con agua (12 x 150 mL), antes de almacenamiento en
conservante de etanol acuoso al 20%.

Ejemplo 2 - Sintesis de adsorbente Il
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El producto de gel intermedio del Ejemplo 2 (150 g sedimentado) se llevd a suspension espesa en agua (75 mL) y se
afiadié en porciones a una solucién de 2-(2-aminoetil)-1-metilpirrolidina (3,5 mL) en agua (75 mL) a 60°C. Después
de la adicion, se calentd de nuevo la mezcla a 60°C, y se agit6 a esta temperatura durante 19 horas. A continuacion
se filtré el gel y se lavd con agua (12 x 150 mL), antes de su almacenamiento en conservante de etanol acuoso al
20%.

Ejemplo 3 - Sintesis de adsorbente IV

Se suspendié amino-Sefarosa CL-4B (100 g de peso sedimentado en agua - 16 umol/g de sustitucion) en fosfato de
potasio 1 M a pH 7,0 (100 mL), y después se dejo drenar. A este gel se le afiadié después fosfato de potasio 1 M pH
7,0 (25 mL) y agua de 6smosis inversa (250 mL). Se agit6 vigorosamente la suspension espesa mientras se afiadia
acetona (50 mL). Después del enfriamiento en un bafio de hielo/sal durante 30 minutos, se afiadid cloruro cianurico
(2,5 g) en acetona fria (25 mL) en una porcion. Se agité la mezcla a 0°C durante 1 hora, antes de lavar con acetona
acuosa al 50% (5 x 100 mL), agua de 6smosis inversa (5 x 100 mL), acetona acuosa al 50% (5 x 100 mL) y agua de
6smosis inversa (10 x 100 mL). A continuacion se llevd a suspension espesa este gel sedimentado con DMF acuosa
al 50% (100 mL) que contenia 2-aminobutanol (1 g), a temperatura ambiente durante 4 horas. Se filtr6 la suspension
espesa, a continuacion se lavé con DMF acuosa al 50% (5 x 100 mL) y agua de 6smosis inversa (10 x 100 mL). A
continuacioén se llevd a suspension espesa este gel sedimentado con DMF acuosa al 50% (100 mL) que contenia
diclorhidrato de 4-amino-a-dietilamino-o-cresol (4,2 g), y se ajusté a pH 9 con hidréxido de sodio (10 M), y se agitd a
60°C durante toda la noche. Se filtr6 la suspension espesa, a continuacion se lavé con DMF acuosa al 50% (5 x 100
mL) y agua de 6smosis inversa (10 x 100 mL). Se incubd el gel en una concentracion final de NaOH 0,5 M/etanol al
25% durante 3 dias a 40°C, a continuacion se lavd NaOH 0,5 M/etanol al 25% (5 x 100 mL), y a continuaciéon agua
de 6smosis inversa (10 x 100 mL). Después del lavado final se dej6 drenar por gravedad, se afiadi6 NaOH 1,0 M
(100 mL) y se incubd la mezcla a 40°C durante 3 dias. A continuacion se lavo el gel con NaOH 0,5 M (5 x 100 mL),
después agua de ésmosis inversa (10 x 100 mL). Después de lavar con PBS 0,1 M a pH 7,0 (3 x 100 mL), se lavé el
gel una vez mas con agua de 6smosis inversa (10 x 100 mL), antes de su almacenamiento en la sala fria a 4°C en
etanol acuoso al 20% v/v.

Ejemplo 4 - Ejemplo de cromatografia en plasma humano con adsorbente V

Se realizaron experimentos de cromatografia usando una columna XK16/20 de 1,6 cm de diametro con un volumen
de columna de 20 mL usando un sistema de cromatografia de baja presion (registrador de graficos de lecho plano
Kipp & Zonen, bomba peristaltica minipuls 3 Gilson y detector UV Gilson). Se equilibré la columna con 5 volimenes
de columna de Tris.HCI 20 mM, citrato de sodio 20 mM, cloruro de sodio 140 mM a pH 7,5 a 80 cm/h. Se traté
plasma humano fuente con Tris.HCI 20 mM y cloruro de sodio 100 mM (concentracion final). Se filtraron 200 mL de
plasma tratado 10 um y después se cargd a 80 cm/h. El lavado de poscarga fue con Tris HCI 20 mM, citrato de sodio
20 mM y cloruro de sodio 140 mM a pH 7,5 a absorbancia de referencia. A continuacion se eluy6 la columna con
Tris.HCI 20 mM, citrato de sodio 20 mM, CaCl2 3 mM, etilenglicol al 30% y cloruro de sodio 500 mM y Tween 80 al
0,01% a pH 7,5. Se limpid la elucion posterior de la columna con urea 8 M a pH 7,0. Posteriormente se limpid la
columna con hidroxido de sodio 0,5 M. Se analizaron las fracciones de carga, no ligadas y de elucion por
nefelometria, VWF ELISA y ensayo de actividad cromégena del Factor VIl para determinar las recuperaciones. Se
llevé a cabo también SDS PAGE para investigar la pureza.

La recuperacion se recoge en la Tabla 1.

Tabla 1
Recuperacion de vWF/FVIIl mediante cromatografia con adsorbente V
Caraa vWF 1632 ug
9 FVII | 147 1U
(% Recuperacion)
. vWF 512 ug 32
Noligado  I"Eii 120210 [ 20
(% Recuperacion)
. vVWF 879 ug 54
Elucion FVII | 791U 54

El resultado del Factor VIII se determind por ensayo de actividad cromoégena (COATEST VIII: C/4 suministrado por

5
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Chromogenix). Los resultados estan en unidades internacionales (Ul) donde el plasma humano normal contiene 1
unidad internacional de actividad de factor VIII por mL.

El resultado de VWF se determiné mediante ELISA.
5
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REIVINDICACIONES

1. Uso de un adsorbente de afinidad para la separacién, eliminacion, aislamiento, purificacion,
caracterizacion, identificacion o cuantificacion de Factor VIII, Factor de von Willebrand o una proteina que es un
5 analogo de uno de los dos, donde el adsorbente de afinidad es un compuesto de féormula lll, IV o V

i n K J

MeO \f\ 1l
N\fN
A
S
h N
N_ __N
HO \f OH v
A

. VO \“/N\ N\/\/

\
A
10 donde A es una matriz de soporte, unida opcionalmente al anillo de triacina por un separador.
2. Uso de acuerdo con la reivindicaciéon 1, donde el adsorbente se pone en contacto con una muestra de
plasma.
15 3. Un compuesto de formula Il

H H
N N

MeO TN\
NYN "
A

donde A es una matriz de soporte, unida opcionalmente al anillo de triacina por un separador.
20

Z—
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4, Un compuesto de formula IV
N N _N
N. _~N I\
HO Y OH
v
A

5 donde A es una matriz de soporte, unida opcionalmente al anillo de triacina por un separador.

5. Un compuesto de férmula V

NN N NK
MeO T NS \/\/ \/
A
10
donde A es una matriz de soporte, unida opcionalmente al anillo de triacina por un separador.
6. Un compuesto que es un precursor de un compuesto de acuerdo con cualquiera de las

reivindicaciones 3 a 5, donde A es sustituido por un grupo funcional, unido directa o indirectamente al anillo de

15 ftriacina, que permite la inmovilizacién del precursor sobre un soporte sélido.
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