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DESCRIPCION
Método de purificacion

Campo de la Invencién

La presente solicitud se refiere a la purificacion de proteinas. En particular, la invencion se refiere a la purificacion de
proteinas que son conjugados con restos fijadores de albumina. Esto tiene utilidad particular durante la preparacion
de tales conjugados cuando se desea aislar los conjugados de cualquier proteina parental que no esté conjugada
con un fijador de albumina.

Antecedentes de la Invencion

Es sabido que la unién covalente de restos fijadores de albumina a proteinas puede dar lugar a una semivida in vivo
aumentada para las proteinas. Tales conjugados de fijacion proteina-albumina tienen por tanto utilidad en la
administracion in vivo de proteinas terapéuticas, profilacticas o diagndsticas y la presencia del fijador de albumina
significa que puede aumentarse la eficacia in vivo de la proteina.

Cuando se producen conjugados proteina-fijador de albumina, es deseable disponer de un método eficiente para
separar los conjugados de cualquier proteina parental que no esté conjugada con un fijador de albumina. La
posibilidad de realizar dicha purificacion eficaz puede ser problematica en la practica, particularmente con proteinas
de gran tamafio.

Dado que los fijadores de albumina contienen cominmente un componente de acido graso, la separacion se aborda
a menudo sobre la base de la hidrofobicidad (v.g. HPLC). Sin embargo, esto no es practico en el caso de proteinas
de mayor tamafo tales como la hormona del crecimiento humano (hGH) y Factor VIII (FVIII) debido a la inestabilidad
de tales proteinas en estas condiciones.

El uso de la cromatografia de intercambio iénico es también dificil, dado que los conjugados contienen grupos
sumamente hidréfobos que conducen a cierta tendencia de los conjugados a fijarse irreversiblemente a la columna
de intercambio iénico, o a precipitar, especialmente en presencia de una concentracion elevada de sales, v.g.
durante el paso de elucion.

Por consiguiente, existe necesidad de un método eficiente para purificaciéon de conjugados proteina-fijador de
albumina, particularmente donde la proteina de interés es una proteina de gran tamario tal como hGH o FVIIL.

Sumario de la Invencién

La presente invencion proporciona métodos que permiten la purificacion de los conjugados proteina-fijador de
albumina. En particular, los métodos de la invencion permiten la purificacion de tales conjugados proteina-fijador de
albumina a partir de una mixtura que comprende también la proteina en forma no fijada, es decir la misma proteina
que esta presente en los conjugados pero en una forma en la que la proteina no esta conjugada al fijador de
albumina.

De acuerdo con ello, la presente invencién proporciona un método para purificacién de una proteina que esta
conjugada a un resto de fijacion de albumina a partir de una mixtura que comprende (i) dicha proteina en dicha
forma conjugada vy (ii) dicha proteina en una forma que no esta conjugada a dicho resto de fijacion de albumina,
comprendiendo el método:
(a) proporcionar un soporte solido que comprende una sustancia capaz de fijarse especificamente al resto de
fijacion de albumina, en donde dicha sustancia se selecciona del grupo constituido por albumina y
ciclodextrina;
(b) poner en contacto dicho soporte solido de (a) con dicha mixtura que comprende proteina y proteina
conjugada en condiciones adecuadas para fijacion del resto de fijacién de albumina a la sustancia definida en
(a);

(c) eluir los componentes fijados al soporte sélido.

La elucion del paso (c) comprende poner en contacto el soporte sélido con una sustancia capaz de fijarse al resto de
fijacion de albumina, tal como una sustancia que es capaz de fijarse competitivamente al resto de fijacion de
albumina. Una sustancia adecuada puede ser, por ejemplo, ciclodextrina. Dicha sustancia puede aplicarse a dicho
soporte solido en un gradiente de concentracion creciente en el paso (c).

La sustancia capaz de fijarse especificamente al resto de fijacion de albimina en el paso (a) se selecciona del grupo
constituido por albumina o ciclodextrina.
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La proteina puede seleccionarse de Factor VIII, hormona del crecimiento, Factor VII, FIX, GLP-1, insulina, o una
forma variante de cualquiera de ellos.

El resto de fijacion de albumina puede prolongar la semivida de la proteina in vivo. El resto de fijacion de albumina
puede comprender un acido graso o derivado de acido graso. El resto de fijacién de albumina puede ser como se
define en la Figura 1C o la Figura 11C.

Breve Descripcion de las Figuras

La Figura 1 muestra los resultados del protocolo de cromatografia en el Ejemplo 4. La Figura 1A muestra el
protocolo de gradiente de elucion que se utilizé y la Figura 1B muestra el cromatograma resultante.

La Figura 2 muestra los resultados de TOF-ESI MS de la fraccion 1 (Figura 2A) y la fracciéon 7 (Figura 2B) de la
Figura 1B. La fraccion 1 se identifico6 como hGH no modificada y la fraccion 7 se identificé como conjugado fijador de
albdmina-hGH.

La Figura 3 muestra los resultados de los cromatogramas del Ejemplo 5. Figura 3A = muestra de hGH, Figura 3B =
muestra: mixtura de hGH y conjugado hGH-fijador de albdmina (005). No se observé separacion alguna entre hGH
sin modificar y los conjugados hGH-fijador de albumina.

Las Figuras 4 y 5 muestran los cromatogramas obtenidos en el Ejemplo 6. La Figura 4A muestra el perfil de
gradiente de elucion utilizado en la primera parte del experimento. Figura 4B = hGH (10 pL de 2 mg/mL). Figura 4C =
conjugado hGH-fijador de albumina (10 yL de 2 mg/mL). Figura 4 D = co-inyeccion. La Figura 5 muestra los
resultados de experimentos en los cuales se utilizé ciclodextrina en el tampén B. Figura 5A = hGH (5 pL de 2
mg/mL), HPCD 10 mM en tampdn B. Se observo un ligero arrastre de hGH-fijador de albuamina. Figura 5B =
conjugado hGH-fijador de albumina (5 yL de 2 mg/mL), HPCD 10 mM en tampodn B. Figura 5C = conjugado hGH-
fijador de albumina (5 yL de 2 mg/mL), HPCD 20 mM en tampén B. Figura 5D = co-inyeccién: 20 yL de 1 mg/mL de
cada uno de hGH y conjugado hGH-fijador de albumina, HPCD 20 mM en tampdn B.

La Figura 6 muestra los cromatogramas resultantes del Ejemplo 7. Figura 6A: la traza mas baja (azul) es un blanco.
La traza mas alta siguiente (rojo) es la molécula de Factor VIII utilizada. La traza superior (verde) es el conjugado de
fijador de albumina, mixtura de reaccion bruta después de acoplamiento de un fijador de albumina a los N-glucanos
de la molécula Factor VIII utilizando una sialil-transferasa (véase el Ejemplo 12). Figura 6B (superior) =
cromatograma, (inferior) = perfil de gradiente de elucion.

La Figura 7 muestra la SDS-PAGE de las fracciones identificadas en la Figura 6B. Pistas 1-7 = fracciones 1, 2, 4, 6,
7, 8, 9, respectivamente. Pista 8 = N8. Pista 9 = conjugado FVlll-fijador de albumina, mixtura de reaccién bruta
(17754-152-1). Pistas 10-15 = fracciones 10-15 respectivamente.

La Figura 8 muestra los cromatogramas obtenidos utilizando las preparaciones 158-1 y 158-1l. Superior: N8;
segunda fila: 158-1; tercera fila: 158-1l; cuarta fila: perfil de gradiente de elucion.

Las Figuras 9 y 10 muestran los resultados del Ejemplo 9. Figura 9A = operacion analitica. Superior: cromatograma;
Inferior= perfil de gradiente de elucion. La Figura 9B muestra la operacion preparativa. Superior = cromatograma,
Inferior = perfil de gradiente de elucién. Figura 10A = contenido de proteinas en cada fraccion de la Figura 9B como
se mide por Nanodrop (A280, E 1% 14,6). Figura 10B = SDS-PAGE de las fracciones de 10A. Pista 1 = N8; pista 2 =
mixtura de reaccion. 3 horas; pistas 3-9 = fracciones 3, 4, 5, 9, 10, 11 y 12 respectivamente; pista 10 = mixtura de
fraccion 4 + fraccion 10.

La Figura 11A muestra la cromatografia en columna CD de FVIII delecionado del dominio B de tipo salvaje
modificado con Sustrato 1 y ST3Gal-I selectivo para el O-glucano. Traza marcada 1: UV 280 mm, traza marcada 2:
gradiente escalonado. La Figura 11B muestra trazas para experimentos afines. N8 = FVIII delecionado del dominio B
de tipo salvaje 17754-235-111 = producto aislado modificado con Sustrato 1 en el O-glucano. La Figura 11C da la
estructura del Sustrato 1 como se utilizé en los Ejemplos.

La Figura 12 muestra los resultados del Ejemplo 12. A = resultados utilizando el sistema tampoén 1. B = resultados
utilizando el sistema tampén 2. C = resultados utilizando el sistema tampén 3.

La Figura 13 muestra los resultados del Ejemplo 13.
La Figura 14 muestra los resultados del Ejemplo 14.
La Figura 15 muestra los resultados del Ejemplo 15.

Descripcion Detallada de la Invenciéon
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La presente invencion esta basada en el desarrollo de métodos para purificacion de conjugados proteina-fijador de
albumina. Los métodos de la invencion hacen uso de un enfoque de cromatografia de afinidad. Sin embargo, los
presentes métodos resuelven cierto nimero de desventajas de los métodos de cromatografia de afinidad existentes
que los harian inadecuados para uso de la purificacién de los conjugados proteina-fijador de albimina en los que la
proteina es una molécula de mayor tamafio tal como hGH o FVIII.

Estan disponibles columnas de intercambio de afinidad que emplean albdmina inmovilizada. Sin embargo, estas
columnas estan basadas en silice y requieren altas concentraciones (v.g. 35-40%) de isopropanol en el eluyente.
Tales niveles altos de isopropanol pueden ser perjudiciales para muchas proteinas terapéuticas tales como FVIII, lo
que significa que este método no es adecuado en el caso presente. Un enfoque alternativo podria ser incluir una
concentracion baja de acido octanoico en el eluyente. Sin embargo, este enfoque se considera también como
inadecuado dado que da lugar a una pérdida gradual de eficiencia de la columna.

La presente invencion utiliza en lugar de ello un enfoque moderado y eficiente de cromatografia de afinidad. Los
métodos descritos en esta memoria permiten la purificacion eficiente y especifica de los conjugados proteina-fijador
de albumina, pero evitan los efectos perjudiciales de otros métodos por permitir el uso de sistemas tampoén sélo
moderados que son compatibles con proteinas sensibles tales como hGH y FVIII.

Proteinas

La presente invencion se refiere en general a proteinas que se unen a fijadores de albumina. Puede utilizarse
cualquier proteina en un método de este tipo.

Los métodos descritos en esta memoria pueden tener utilidad particular en relacién con proteinas que tienen por
objeto administracion in vivo. Por ejemplo, los métodos pueden tener utilidad en relacién con proteinas que tienen
utilidad terapéutica, profilactica o diagnéstica. Una proteina adecuada puede ser por tanto una proteina de se desea
administrar a un animal tal como un humano. La proteina puede administrarse por cualquier razén. Son
particularmente relevantes proteinas cuando existe un deseo de mantener o mejorar la estabilidad o la semivida de
la proteina in vivo después que ha sido administrada la misma.

Los presentes métodos abordan también problemas particulares con otros métodos de purificacion cuando se
utilizan proteinas de mayor tamario. Por una "proteina de mayor tamafo" se entiende, por ejemplo, una proteina de
mas de 30 aminoacidos, mas de 50 aminoacidos o mas de 100 aminoacidos. Ejemplos de tales proteinas incluyen
hormonas tales como hormona del crecimiento, insulina o GLP-1 y factores de coagulacion de la sangre tales como
Factor VIl o Factor VIII. La proteina puede ser una proteina humana. Por ejemplo, la proteina puede ser hormona del
crecimiento humano, insulina humana o FVIII humano. La proteina puede ser una proteina producida por métodos
recombinantes. La proteina puede ser una forma existente naturalmente de una proteina o una forma modificada de
una proteina.

Por ejemplo, el Factor VIII (FVIII) es una glicoproteina grande y compleja que es producida fundamentalmente por
los hepatocitos. FVIII esta constituido por 2351 aminoacidos, con inclusion del péptido sefial, y contiene varios
dominios distintos, como se define por homologia (véase SEQ ID NO: 1). Existen tres dominios A, un solo dominio B,
y dos dominios C. El orden de los dominios puede indicarse como NH2-A1-A2-B-A3-C1-C2-COOH. FVIII circula en
el plasma como dos cadenas, separadas en el limite B-A3. Las cadenas estan conectadas por enlaces de ion
metdlico bivalente. La cadena A1-A2-B se conoce como la cadena pesada (HC) mientras que la cadena A3-C1-C2
se conoce como la cadena ligera (LC).

Las moléculas de Factor VIII enddgeno circulan in vivo como una agrupacion de moléculas con dominios B de
diversos tamafios. Se cree que, in vivo, una eliminacién enzimatica gradual del dominio B da como resultado una
agrupacion de moléculas con dominios B de diversos tamafios. Generalmente se cree que la escision en la posicion
740, por la cual se elimina la ultima parte del dominio B, ocurre en conexion con la activacion de trombina. Sin
embargo, no puede excluirse que una variante de Factor VIl en la cual v.g. el sitio de escision en la posicion 740 ha
sido debilitado pueda ser activa.

"Factor VIII" o "FVIII", como se utiliza en esta memoria, se refiere por tanto a una glicoproteina del plasma humano
que es un miembro del camino intrinseco de la coagulacion y es esencial para la coagulacion de la sangre. "FVIII
nativo" se refiere a la molécula de FVIII humana de longitud total como se muestra en SEQ ID NO: 1 (aminoacidos 1-
2332). El dominio B abarca los aminoacidos 741-1648 en esta secuencia.

La molécula de Factor VIl para uso conforme a la presente invencion puede ser una forma nativa de FVIII o una
forma variante de dicha molécula FVIII nativa. La molécula de Factor VIl puede ser una forma variante existente
naturalmente de una molécula de este tipo, tal como una forma en la cual el dominio B ha sido alterado o truncado.
La molécula de Factor VIII puede ser una molécula FVIII generada artificialmente, basada en la secuencia FVIII
nativa.
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Una molécula FVIII para uso conforme a la presente invencion puede ser una molécula de Factor VIl truncada en el
dominio B en donde los dominios restantes corresponden estrechamente a la secuencia que se indica en los
aminoacidos nims. 1-740 y 1649-2332 en la secuencia de FVIII nativa de SEQ ID NO: 1. Una molécula FVIIl para
uso conforme a la presente invencion puede comprender alternativa o adicionalmente una o mas alteraciones dentro
de la region de fijacion de VWF entre los residuos 1670-1684. Una molécula de este tipo puede comprender, por
ejemplo, los aminoacidos 1-740 y 1649-2332 de la secuencia nativa o puede comprender 1-740, 1649-1670 y 1684-
2332 de la secuencia nativa.

Las moléculas FVIII o moléculas FVIII truncadas en el dominio B conforme a la invencion pueden diferir ligeramente
de la secuencia indicada en SEQ ID NO: 1, lo que significa que la secuencia o la secuencia de los dominios
restantes (es decir los tres dominios A y los dos dominios C) pueden diferir ligeramente, v.g. aproximadamente 1%,
2%, 3%, 4% 0 5% de la secuencia de aminoacidos nativa (v.g. como se indica en SEQ ID NO: 1) debido al hecho de
que pueden introducirse mutaciones a fin de v.g. reducir la capacidad de fijacion de vVWF. Adicionalmente, es
plausible que se introduzcan modificaciones de aminoacidos (sustituciones, deleciones, etc.) en otros lugares de la
molécula a fin de modificar la capacidad de fijacion de Factor VIII con diversos otros componentes tales como v.g.
LRP, diversos receptores, otros factores de coagulacion, superficies celulares, introduccion y/o supresion de sitios
de glicosilacion, etc.

Las moléculas de Factor VIII conforme a la presente invencion tienen actividad de Factor VI, lo que significa la
capacidad de funcionar en la cascada de coagulacion de una manera funcionalmente similar o equivalente a FVIII,
inducen la formacion de FXa por interaccion con FIXa en una plaqueta activada, y respaldan la formaciéon de un
coagulo de sangre. La actividad puede evaluarse in vitro por métodos bien conocidos en la técnica tales como v.g.
analisis del coagulo, analisis del potencial de trombina enddgena, etc. Las moléculas de Factor VIII conforme a la
presente invencion tienen una actividad de FVIII que es al menos aproximadamente 10%, al menos 20%, al menos
30%, al menos 40%, al menos 50%, al menos 60%, al menos 70%, al menos 80%, al menos 90%, y 100% o incluso
mas de 100% de la del FVIII humano nativo.

Conjugados de fijador de albumina

Es sabido que las propiedades in vivo de tales proteinas pueden mejorarse por el uso de cadenas laterales de
fijacion de albumina. Tales cadenas laterales, o "fijadores de albumina", pueden unirse a la proteina antes de la
administracion y pueden, por ejemplo, estabilizar la proteina in vivo o mejorar o prolongar la semivida de la proteina
in vivo.

En la presente invenciéon se describe la unién de grupos protractores a proteinas. Cuando se conjugan con una
proteina, tales grupos pueden prolongar la semivida de circulacion in vivo de la proteina comparada con la proteina
no conjugada. Estos grupos protractores son del tipo que los autores de la presente invencién denominan "fijadores
de albumina" e incluyen derivados de acidos grasos. Estos grupos pueden tener o no afinidad para albamina. Se ha
demostrado que la unién de fijadores de albumina a proteinas o péptidos aumenta potencialmente la semivida en
plasma de dichas proteinas o péptidos. Una clase de fijadores de albumina tipicos se derivan de acidos grasos,
dado que la albumina es capaz de fijar moléculas sumamente hidréfobas. Por tanto, los compuestos que tienen un
resto -(CH2)2- son posibles fijadores de albumina en el contexto de esta invencion. Si un compuesto de este tipo se
une a una proteina o péptido y da como resultado una semivida en plasma incrementada de dicha proteina o
péptido, se entiende que el fijador de albumina puede contribuir al aumento global de la semivida en plasma por
fijaciéon a albumina y/o por otros mecanismos.

El fijador de albumina puede promover por tanto la circulacion del derivado con el torrente sanguineo.

En una realizacion, el conjugado fijador de albumina-proteina es una molécula en la cual un solo fijador de albumina
se ha unido a la proteina. En otras realizaciones, se ha unido a la proteina mas de un fijador de albumina,
preferiblemente 2, 3, 4, 6 5.

El fijador de albumina (resto de fijacion de albumina) puede comprender una porcidn que es particularmente
relevante para la protraccion de la circulacion en el torrente sanguineo, porcion a la que puede hacerse referencia de
acuerdo con ello como un resto de protraccién. El resto de protraccién puede tener o no afinidad para albumina. El
resto de protraccion se encuentra preferiblemente en o cerca del extremo opuesto del resto de fijacion de albumina
en comparacion con su punto de union al péptido.

En una realizacion preferida, el fijador de albumina es, o comprende, una cadena lateral que es capaz de formar
complejos no covalentes con albumina. El fijador de albumina puede fijar la albumina de modo no covalente y/o de
modo reversible. El fijador de albumina puede fijar especificamente la albimina. Como esta claro por los métodos
que se describen mas adelante, el fijador de albumina puede fijarse a ciclodextrina. El fijador de albumina puede
fijarse a ciclodextrina de modo no covalente y/o de modo reversible. El fijador de albumina puede fijar ciclodextrina
especificamente.
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Un fijador de albumina como se describe en esta memoria es generalmente un grupo hidréfobo.

La otra porcion del resto de fijacion de albumina, es decir la porciéon comprendida entre el resto de protraccion y el
punto de unién al péptido, puede designarse como resto enlazador, enlazador, espaciador, o analogos. Sin
embargo, la presencia de un enlazador de este tipo es opcional, y por tanto el resto de fijacion de albumina puede
ser idéntico al resto de protraccion.

En realizaciones particulares, el resto de fijacion de albamina y/o el resto de protraccion es lipdfilo, y/o esta cargado
negativamente al pH fisioldgico (7,4).

El resto de fijacion de albumina y/o el resto de protraccion pueden estar unidos covalentemente a un grupo amino
del péptido por quimica de conjugacién tal como por alquilacion, acilacion, o formacion de amida; o a un grupo
hidroxilo, tal como por esterificacion, alquilacion u oximacion.

En una realizacion preferida, un éster activo del resto de fijacion de albumina y/o el resto de protraccion esta
enlazado covalentemente a un grupo amino de un residuo de acido sidlico o un derivado de acido sialico, por
formacion de un enlace amida.

Para los propdsitos presentes, los términos "resto de fijaciéon de albumina", "resto de protraccion", y "enlazador"
incluyen tanto las formas de esta molécula que no han reaccionado como las formas que han reaccionado. Si se
entiende o no una o la otra forma, esta claro por el contexto en el que se utiliza el término.

El resto de fijacion de albumina puede ser, o puede comprender un acido graso o diacido graso o un derivado de
cualquiera de ellos.

El término "acido graso" se refiere a acidos alifaticos monocarboxilicos que tienen de 4 a 28 atomos de carbono,
tales como 16 atomos de carbono. El mismo es preferiblemente no ramificado, y/o de ndmero par, y puede ser
saturado o insaturado.

El término "diacido graso" se refiere a acidos grasos como se ha definido arriba pero con un grupo acido carboxilico
adicional en la posicion omega. Por tanto, los diacidos grasos son acidos dicarboxilicos.

La nomenclatura es la usual en la técnica, por ejemplo -COOH, asi como HOOC-, se refiere a carboxi; -CgHs- a
fenileno; -CO-, asi como -OC-, a carbonilo (O = C<); y CsHs-O- a fenoxi.

En una realizacion preferida, el resto de fijacion de albumina de la presente invencién comprende un grupo acilo
graso (-(CH2),-CO-, donde n = 1, 2, 3, ... 40) o un grupo acilo graso omega-carboxi (HO2C-(CHz),-CO-, donde n = 1,
2, 3, ... 40) enlazado al péptido o proteina por un enlazador y un residuo de acido sialico o derivado de acido sialico.

En una realizacion preferida, el resto enlazador, si esta presente, tiene de 2 a 80+ atomos C, preferiblemente de 5 a
70 atomos C. En realizaciones preferidas adicionales, el resto enlazador, si esta presente, tiene de 4 a 20
heteroatomos, preferiblemente de 2 a 40 heteroatomos, mas preferiblemente de 3 a 30 heteroatomos. Ejemplos
particularmente preferidos de heteroatomos son atomos N, y atomos O. Los atomos H no son heteroatomos.

En otra realizacién, el enlazador comprende al menos una molécula OEG, y/o al menos un residuo de acido
glutamico, o mas bien los radicales correspondientes (OEG designa acido 8-amino-3,6-dioxaoctanoico, es decir este
radical: -NH-(CH2)2-O-(CH2)2-O-CH2-CO-).

En una realizacion preferida, el resto enlazador comprende un residuo di-carboxilo enlazado a un residuo de acido
sialico por un enlace amida. En ejemplos preferidos, el residuo di-carboxilo tiene de 2 a 30 atomos C,
preferiblemente 4-20 atomos C, mas preferiblemente 4-10 atomos C. En ejemplos preferidos adicionales, el residuo
di-carboxilo tiene de 0 a 10 heteroatomos, preferiblemente 0-5 heteroatomos.

Ejemplos de fijadores de albumina de acuerdo con la presente invencion se ilustran en la Figura 1C y la Figura 11C.
En otro ejemplo preferido, el resto enlazador comprende un grupo que contiene a la vez un grupo amino y un grupo
carboxilo distal enlazado a un residuo de acido sialico por un enlace amida a través de sus grupos carboxilo distales.

En una realizacion preferida, este grupo es un grupo OEG.

En una realizacion preferida particular, el acido sialico esta enlazado a un glucano de la proteina enlazado a N o
enlazado a O.

El aminoacido acido glutamico (Glu) comprende dos grupos acido carboxilico. Su grupo gamma-carboxi se utiliza
preferiblemente para formar un enlace amida con un grupo amino de un residuo de acido sialico o un derivado de
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acido sialico, o con un grupo amino de una molécula OEG, si esta presente, o con el grupo amino de otro residuo
Glu, si esta presente. El grupo amino de Glu forma a su vez un enlace amida con el grupo carboxilo del resto de
protraccién, o con el grupo carboxi de una molécula OEG, si esta presente, o con el grupo gamma-carboxi de otro
Glu, si esta presente. A esta forma de inclusién de Glu se hace referencia de vez en cuando resumidamente como
"gamma-Glu".

Métodos de separaciéon

La presente invencion se refiere a métodos que permiten la purificacion de conjugados proteina-fijador de albumina.
En particular, los métodos descritos en esta memoria pueden utilizarse para conseguir separacion entre tales
conjugados y la proteina parental no conjugada o para conseguir la purificacion de tales conjugados a partir de una
mixtura que comprende los conjugados y la proteina parental.

Cuando se preparan tales conjugados de fijador de albumina, es sumamente deseable poder ser capaces de
separarlos en la mayor proporcion posible de la forma no modificada de la proteina. Si quedan cantidades
importantes de proteina no modificada en la formulacién de proteinas que se utiliza, la actividad especifica de la
formulacién puede parecer engafiosamente alta. Esta actividad especifica refleja la actividad especifica total de la
proteina en la formulacion, no soélo la actividad especifica de la proteina conjugada. Dado que la proteina conjugada
puede tener diferentes caracteristicas in vivo que la proteina no modificada, tales "positivos falsos" causados por la
proteina no modificada en la formulaciéon pueden proporcionar una informacién no fiable acerca de la eficacia de la
formulacién final. En particular, donde una forma conjugada de la proteina tiene estabilidad significativamente
mejorada in vivo cuando se compara con la proteina no conjugada, la presencia de proteina no conjugada en una
formulacién puede dar como resultado que la formulacion exhiba una actividad especifica alta, aun cuando no tenga
la misma eficacia in vivo que una formulacién que comprenda Unicamente proteina conjugada.

Los métodos descritos en esta memoria permiten asi la purificacion de la proteina conjugada respecto a la proteina
no conjugada, excluyendo por tanto tales positivos falsos y haciendo posible una medida mas fiable de la actividad
especifica para una formulacion dada de proteina conjugada.

Los conjugados utilizados en los métodos descritos en esta memoria pueden ser cualquiera de los conjugados
descritos en la misma. Los mismos pueden comprender cualquiera de las proteinas expuestas en esta memoria,
particularmente aquellas proteinas expuestas anteriormente. Dichos conjugados pueden comprender también
cualquiera de los fijadores de albumina o restos de fijacion de albimina expuestos en esta memoria.

Los métodos presentes utilizan un enfoque de cromatografia de afinidad.

Las condiciones basicas a lo largo de los presentes métodos pueden ser seleccionadas por la persona experta
basandose en métodos de rutina y técnicas de purificacion conocidas en uso para la proteina de interés. Por
ejemplo, pueden seleccionarse una columna de cromatografia, resina de cromatografia y sistema tampodn
adecuados para una proteina de interés dada. Preferiblemente, las condiciones seleccionadas son tales que la
proteina de interés, o el conjugado de proteina de interés, se mantienen en forma activa a todo lo largo del proceso
de cromatografia. El uso de tampones fuertes debe evitarse generalmente. Como se ha mencionado arriba, muchos
métodos de separacion existentes requieren la presencia de componentes que pueden tener un efecto perjudicial
sobre la proteina que se purifica, o que pueden conducir a la degradacién del soporte sélido. La presente invencion
evita estas desventajas.

Preferiblemente, los tampones utilizados en los presentes métodos no comprenden componente alguno que afecte
desfavorablemente a la actividad o funcion de la proteina que se purifica. Por ejemplo, los tampones utilizados en los
presentes métodos no contienen preferiblemente isopropanol, o contienen isopropanol Unicamente en bajas
concentraciones tales como menos de 30%, menos de 20%, menos de 10% o menos de 5%.

Preferiblemente, los tampones utilizados en los presentes métodos se seleccionan de modo que permitan la
reutilizacion del soporte sdlido después del paso de elucion final. Por ejemplo, deberian evitarse componentes
tampon que degraden o reduzcan la eficacia del soporte sélido. Por ejemplo, preferiblemente los tampones utilizados
en los presentes métodos no comprenden acido octanoico.

La muestra de interés, es decir una muestra que comprende los conjugados a purificar, se aplica a un soporte soélido
en condiciones adecuadas para permitir la fijacion de los conjugados al soporte sélido. La muestra de interés es una
que comprende o que puede comprender una mixtura de (a) una proteina que esta conjugada a un fijador de
albumina como se describe en esta memoria y (b) dicha proteina en una forma que no esta conjugada a un fijador
de albdmina. Por ejemplo, la muestra de interés puede ser una composicién resultante de un proceso para unir un
resto fijador de albumina a una proteina. La misma puede comprender por tanto conjugados proteina-fijador de
albumina formados satisfactoriamente asi como moléculas de proteina a las cuales no se ha unido el fijador de
albumina.
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El soporte solido puede ser cualquier soporte adecuado para uso en cromatografia de afinidad. Por ejemplo, se
puede utilizar una columna de cromatografia. Es posible utilizar la resina de cromatografia, tal como una resina
basada en agarosa reticulada, v.g., una resina Sepharose.

La presente invencion utiliza un sistema de cromatografia estandar de este tipo, pero permite ademas la fijacion de
la proteina conjugada al soporte sélido, v.g. la resina cromatografica.

El soporte sdélido comprende una sustancia que permite dicha fijacion de los conjugados. En particular, el soporte
sélido comprende una sustancia que es capaz de fijarse al fijador de albumina en el conjugado, en donde dicha
sustancia se selecciona del grupo constituido por albumina y ciclodextrina.

La sustancia puede estar presente como parte componente del soporte sélido, tal como un componente de una
resina cromatografica. La sustancia puede estar inmovilizada en el soporte soélido, por ejemplo la sustancia puede
estar unida a la superficie del soporte sélido. Los Ejemplos 1 y 2 describen métodos adecuados que pueden
utilizarse para inmovilizar una sustancia, tal como ciclodextrina o albdmina, en una columna cromatografica.

Una sustancia adecuada para uso en o sobre un soporte solido puede ser cualquier sustancia que se fija a un fijador
de albumina como se describe en esta memoria. Preferiblemente, la sustancia se fija a un fijador de albumina de
modo no covalente y reversiblemente. Preferiblemente, la sustancia se fija selectivamente al resto de fijacion de
albumina como se describe en esta memoria. Por fijacion selectiva se entiende que la sustancia se fija al fijador de
albumina con preferencia a otras moléculas. Por ejemplo, la sustancia puede fijarse al fijador de albumina pero
puede no fijarse a otra molécula, o puede fijarse a la otra molécula con menos afinidad. La sustancia puede fijarse a
mas de un tipo de fijador de albumina como se describe en esta memoria, pero puede no fijarse a otra molécula, o
puede fijarse a la otra molécula con menor afinidad. La sustancia puede fijarse a un fijador de albimina pero puede
no fijarse a una molécula de proteina, o puede fijarse a una proteina con menor afinidad. En particular, la sustancia
puede fijarse al fijador de albumina cuando el fijador de albumina esta conjugado a una proteina como se describe
en esta memoria, pero puede no fijarse, o puede fijarse con menor afinidad a la forma no modificada (no conjugada)
de la misma proteina que no comprende un fijador de albumina.

En una realizacion, la sustancia para uso en o sobre un soporte sélido puede ser albumina. En una realizacion, la
sustancia puede ser ciclodextrina. La ciclodextrina puede ser del tipo beta y/o alfa. La ciclodextrina puede ser
también de un tipo modificado, tal como una hidroxipropil-ciclodextrina. El soporte sélido utilizado en los métodos
descritos en esta memoria puede comprender por tanto albumina y/o ciclodextrina. El soporte sélido utilizado en los
métodos descritos en esta memoria puede tener albumina y/o ciclodextrina inmovilizadas en él.

Los métodos de la presente invencion comprenden por tanto un paso de puesta en contacto de una mixtura que
comprende proteina y proteina conjugada como se describe en esta memoria con un soporte sélido adecuado, en
condiciones que permiten la fijacion de la proteina conjugada al soporte solido. Preferiblemente, la proteina
conjugada se fija al soporte sélido con preferencia a la proteina no conjugada. Esto puede conseguirse, por ejemplo,
por incorporacion de albumina y/o ciclodextrina en el soporte sélido o inmovilizacién de albumina y/o ciclodextrina en
o sobre el soporte sélido.

Este paso realiza por tanto la fijacion de la forma conjugada de la proteina al soporte sélido. Se apreciara que las
condiciones especificas de este paso de carga, tales como otros componentes del tampdn, volumen y caudal de
tampon, pueden optimizarse para una forma dada de proteina conjugada. La caracteristica fundamental de este
paso de carga es que la proteina conjugada se carga en, y se fija sobre, el soporte sélido.

Preferiblemente, este paso de carga va seguido por uno o mas pasos de lavado. Estos pasos de lavado tienen por
objeto separar la proteina no fijada, y en particular separar del soporte sélido la proteina no conjugada y no fijada.
Una vez mas, las condiciones especificas tales como componentes del tampén, volumen y caudal del tampon
pueden ajustarse a cada método particular. El tampén utilizado para lavado puede ser el mismo que el tampdn
utilizado para carga. Preferiblemente, se seleccionan un tampoén de lavado, volumen y caudal del tampén que no
dan como resultado la elucion de la proteina conjugada fijada durante el curso del o de los pasos de lavado.

El eluyente resultante de este lavado puede monitorizarse opcionalmente para identificar cualesquiera componentes
proteinicos que se separen. Por ejemplo, el eluyente puede dividirse en fracciones y analizarse muestras de cada
fraccion para evaluar su composicion o para identificar y/o cuantificar componentes particulares de interés. Puede
ser preferible detener este procedimiento de lavado en un momento adecuado a fin de minimizar la pérdida del
producto deseado, es decir la proteina conjugada, del soporte solido. Esto puede conseguirse por monitorizacion
respecto a la presencia de la proteina conjugada en el eluyente y detencion del lavado cuando comienza a verse la
proteina conjugada. Puede ser preferible detener este lavado en un momento adecuado para separar la cantidad
maxima de proteina no conjugada de la columna. Esto puede conseguirse por monitorizacion de la separacion de
proteina no conjugada en el eluyente y detencion del lavado Unicamente cuando la proteina conjugada ya no se
separa mas. Pueden utilizarse pasos de lavado multiples.
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Después que se ha lavado el soporte solido, la proteina conjugada fijada al soporte sélido se eluye.

La elucién comprende poner en contacto el soporte sélido con la sustancia capaz de fijarse al resto de fijacion de
albumina.

En una realizacion, esta elucion puede conseguirse utilizando el mismo tampon o un tampon similar al utilizado en
los pasos de carga y/o lavado. Por ejemplo, puede utilizarse un proceso simple de lavado y elucion. Este método
puede ser apropiado cuando el mismo tampdn que se utiliza para lavar la proteina no fijada de la columna separara
también eventualmente la proteina no fijada. Por ejemplo, pueden obtenerse fracciones diferentes de eluyente,
comprendiendo las primeras fracciones una mayor proporcion de proteina no fijada (no conjugada) y comprendiendo
las ultimas fracciones una mayor proporcion de la proteina fijada (conjugada). De este modo pueden seleccionarse
fracciones adecuadas a fin de proporcionar una forma purificada adecuada de la proteina conjugada, con un
contenido reducido de proteina no conjugada.

Un enfoque de este tipo puede ser particularmente Util cuando la proteina conjugada se fija de modo relativamente
débil al soporte sélido. Asi puede seleccionarse un tampoén de elucién adecuado a fin de proporcionar la separacion
gradual de la proteina conjugada del soporte sélido. Dado que la proteina conjugada se fijara al soporte sdlido y la
proteina no conjugada no se fijara al soporte sélido, un método de este tipo puede conseguir todavia la separacion
y/o purificacion de estos componentes.

Un método alternativo puede utilizar un componente particular en el tampon de elucién para conseguir la elucion de
la proteina conjugada. Por ejemplo, una vez que se ha(n) completado el o los pasos de lavado arriba descritos,
puede haberse conseguido una separacion adecuada de proteina conjugada y no conjugada y puede desearse
simplemente separar el producto de interés del soporte sélido. Esto puede lograrse por inclusién en el tampoén de
elucién de un componente que compite con la sustancia en el soporte sélido para fijacién por la proteina conjugada.
Por ejemplo, el tampdn de eluciéon puede comprender un componente que se fija competitivamente al resto de
fijacion de albumina. La adicién de un componente de este tipo al tampdn de elucidon permitira la rotura de la unién
entre el producto y el soporte solido, liberando asi el producto en el eluyente.

Este método puede utilizarse en donde el fijador de albumina se fija débilmente al soporte sélido o en donde el
fijador de albumina se fija fuertemente al soporte solido. En particular, este método de elucidon puede utilizarse en
donde el fijador de albumina no se separara del soporte sélido por continuaciéon del o los pasos de lavado. Este
método puede preferirse en el caso de que se desee conseguir un alto grado de separacion entre las formas de
proteina conjugada y no conjugada. Es decir, donde el fijador de albumina se une fuertemente al soporte sélido,
puede realizarse un lavado extenso o riguroso a fin de separar la cantidad maxima del o de los componentes no
fijados del soporte sélido. En esta realizacion, dicho lavado extensivo no deberia separar la proteina conjugada
fijada del soporte soélido. En el caso de que la separacion de los componentes no fijados es completa, por ejemplo
cuando el eluyente del paso de lavado ya no comprende cantidad alguna de proteina, la elucion de la proteina
conjugada fijada puede conseguirse por adicién de un componente de elucién adecuado al tampén de elucion.

Un componente de elucién adecuado puede ser cualquier sustancia capaz de fijar competitivamente el resto de
fijaciéon de albumina, como se define en las reivindicaciones. Por ejemplo, el tampon de elucion puede comprender
ciclodextrina. La ciclodextrina puede ser del tipo beta y/o alfa. La ciclodextrina puede ser también de un tipo
modificado, tal como hidroxipropil-ciclodextrina. La ciclodextrina puede interaccionar asi con el resto de fijacion de
albumina, debilitando con ello la interaccion entre dicho resto y el soporte sélido y liberando el mismo en el eluyente.

Una concentracion adecuada de ciclodextrina para elucion puede ser, por ejemplo, hasta 100 mM, tal como entre 1
mM y 100 mM, entre 1 mM y 50 mM, entre 5 mM y 20 mM. Una concentracién adecuada de ciclodextrina y el
tampodn de elucién puede ser aproximadamente 10 mM.

Los métodos arriba descritos pueden utilizarse para mejorar la pureza de la proteina que se conjuga con un fijador
de albumina y/o reducir la cantidad de proteina nativa no conjugada de una composicién de dichos conjugados
proteina-fijador de albumina.

De acuerdo con ello, la presente invencién se refiere a un método para purificacion de una proteina que esta
conjugada a un resto de fijacion de albumina a partir de una mixtura que comprende (i) dicha proteina en dicha
forma conjugada vy (ii) dicha proteina en una forma que no esta conjugada a dicho resto de fijacion de albumina,
comprendiendo el método:
(a) proporcionar un soporte solido que comprende una sustancia capaz de fijarse especificamente al resto de
fijacion de albumina, en donde dicha sustancia se selecciona del grupo constituido por albumina y
ciclodextrina;
(b) poner en contacto dicho soporte solido de (a) con dicha mixtura que comprende proteina y proteina
conjugada en condiciones adecuadas para fijacion del resto de fijacién de albumina a la sustancia definida en
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(c) eluir los componentes fijados al soporte solido, en donde dicha elucion comprende poner en contacto el
soporte solido con la sustancia capaz de fijarse al resto de fijacion de albumina.

De acuerdo con estos métodos:

- la proteina puede ser cualquier proteina que se cita en esta memoria;

- el resto de fijacion de albumina puede ser cualquier fijador de albumina o cualquier resto de fijacion de
albumina como se describe en esta memoria;

- el soporte solido y la sustancia utilizados en el paso (a) pueden ser cualquier soporte o sustancia descritos
anteriormente en el contexto de soportes soélidos;

- el paso (b) representa un paso de carga y puede llevarse a cabo como se ha expuesto anteriormente;

- pueden incluirse uno o mas pasos de lavado como los arriba descritos entre el paso (b) y el paso (c);

- dicho paso de elucioén (c) puede llevarse a cabo como se ha descrito arriba, por ejemplo, por inclusiéon de un
componente adicional de elucién tal como ciclodextrina en el tampoén de elucion.

Los pasos arriba descritos pueden llevarse a cabo una o mas veces. Por ejemplo, una composicion purificada
preparada conforme a los métodos descritos en esta memoria puede someterse a pasos de purificacion adicionales.
Una composicion purificada preparada de acuerdo con los métodos descritos en esta memoria puede purificarse
ulteriormente por repeticion de los pasos de carga y elucion arriba descritos (paso (b) y (c)).

Los métodos de cromatografia de afinidad descritos en esta memoria permiten también la reutilizacion del soporte
soélido. Muchos métodos cromatograficos conducen a degradaciéon o un cambio en las propiedades del soporte
solido, lo que significa que tales soportes solidos tienen una duracién de vida limitada o requieren regeneracion entre
usos. Dado que los soportes sélidos utilizados en los presentes métodos no se alteran o degradan por los métodos
de purificacion, los mismos pueden reutilizarse facilmente sin necesidad de regeneracion y con una duracién de vida
mas larga que otros soportes soélidos cromatograficos.

La presente invencion se refiere por tanto a un método para purificaciéon de una proteina que esta conjugada a un
resto de fijacion de albumina a partir de una mixtura que comprende (i) dicha proteina en dicha forma conjugada y
(i) dicha proteina en una forma que no esta conjugada a dicho resto de fijacién de albumina, comprendiendo el
método:
(a) proporcionar un soporte solido que comprende una sustancia capaz de fijarse especificamente al resto de
fijaciobn de albumina, en donde dicha sustancia se selecciona del grupo constituido por albumina y
ciclodextrina;
(b) poner en contacto dicho soporte solido de (a) con dicha mixtura que comprende proteina y proteina
conjugada en condiciones adecuadas para fijacion del resto de fijacion de albumina a la sustancia definida en
(a)y
(c) eluir los componentes fijados al soporte sélido.

Dicha elucion del paso (c¢) comprende poner en contacto el soporte sélido con la sustancia capaz de fijarse al resto
de fijacion de albumina.

En una segunda realizacion, dicha sustancia es capaz de fijarse competitivamente al resto de fijacion de albumina.
En una tercera realizacion, dicha sustancia es ciclodextrina.

En una cuarta realizacién, dicha sustancia se aplica a dicho soporte sélido en un gradiente de concentracion
creciente en el paso (c).

En una quinta realizacion, la sustancia capaz de fijarse especificamente al resto de fijacion de albumina en el paso
(a) es albumina o ciclodextrina.

En una sexta realizacién, la proteina se selecciona de Factor VIII, hormona del crecimiento, Factor VII, GLP-1,
insulina, o una forma variante de cualquiera de ellos.

En una séptima realizacion, el resto de fijacion de albumina prolonga la semivida de la proteina in vivo.
En una octava realizacion, el resto de fijacién de albumina comprende un acido graso o derivado de acido graso.
En otra realizacion, el derivado de acido graso comprende un diacido graso con al menos 12 unidades metileno.

En otra realizacion, el acido graso o derivado de acido graso esta enlazado a un factor de coagulacion por un acido
sialico de un glucano enlazado a N.

En otra realizacion, la proteina de coagulacion es Factor VIl o Factor Vlla.
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En otra realizacion, la proteina de coagulacion es Factor VIII.

En otra realizacion, la proteina de coagulacion es Factor IX.

En una realizacion final, el resto de fijacion de albumina es como se define en la Figura 1C o la Figura 11C.
Abreviaturas:

ABz: acido aminobenzoico o aminobenzoilo

Boc: terc-butiloxicarbonilo

CD: ciclodextrina

CMP: citidina-monofosfato

CV: volumenes de columna

DCM: diclorometano, CHClI,, cloruro de metileno
DIC: diisopropilcarbodiimida

DIPEA: N,N-diisopropiletilamina

DMF: N,N-dimetilformamida

DMSO: dimetilsulfoxido

FLD: deteccién de fluorescencia

Fmoc: 9H-fluoren-9-ilmetoxicarbonilo

GSC: acido dlicil-sialico, éster de CMP

HC: cadena pesada

HOALt: 7-azahidroxibenzotriazol

HOBL: hidroxibenzotriazol

HPCD: hidroxipropil-B-ciclodextrina

HPLC: cromatografia liquida de alta presion

Lac: lactosilo o lactosa

LC: cadena ligera

LC-MS: cromatografia liquida-espectrometria de masas
Lys(Mtt)-OH: acido (S)-6-[(difenil-p-tolil-metil)-amino]-2-amino-hexanoico
m/z: ratio de masa a carga

MBP: proteina de fijaciéon de manosa

MQ: agua MiliQ (agua sumamente purificada)

MS: espectrometria de masas

NAN: acido N-acetil-neuraminico

NMP: N-metilpirrolidin-2-ona

NMR: espectroscopia de resonancia magnética nuclear
OEG: acido (2-[2-(amino)etoxi]etoxi)acético

O-t-Bu: éster terc-butilico

PSC: polietilenglicol-acido sialico, éster de CMP

RP: fase inversa

ta o TA: temperatura ambiente

SC: cadena simple (HC y LC estan enlazadas covalentemente)
t-Bu: terc-butilo

TFA: acido trifluoroacético

THF: tetrahidrofurano

Thx: acido trans-4-aminometilciclohexanocarboxilico
TIPS: triisopropilsilano

UM: 4-metilumbeliferilo

wt: tipo salvaje.

Las abreviaturas de los aminoacidos siguen las convenciones de la IUPAC.

Las abreviaturas de los tampones estan de acuerdo con Stoll, V.S. y Blanchard, J.S., Methods of Enzymology, 182,
1990, Academic Press, 24-38.

EJEMPLOS

Ejemplo 1. Preparacion de una columna de ciclodextrina

Se preparé una columna de Sepharose con 3-CD inmovilizada a partir del producto Sigma M2314, 6-monodesoxi-6-
monoamino-beta-ciclodextrina y una columna NHS Hitrap (GE Healthcare). La columna Hitrap contenia 10 umol de
grupos reactivos. Se disolvieron 5 pmol de amino-CD M2314 (PM1171, 5,9 mg) se disolvieron en 1 mL de tampén de
acoplamiento.
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A: NaHCO3 0,2 M, NaCl 0,5 M, pH 8,3 (Tampon de acoplamiento)
B: etanolamina 0,5 M, NaCl 0,5 M, pH 8,3 (tampdn de desactivacion)
C: NaOAc 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 4,0 (tampdn de lavado)

D: glicina 2 M-HCI, pH 2,0 (tampon de acidificacion)

El acoplamiento se realiz6 estrictamente de acuerdo con el protocolo de instrucciones de GE Healthcare 71-7006-00
AT para columnas HiTrap. Resumidamente, se utilizé6 1 mL de la solucién de amino-CD para el acoplamiento que se
llevé a cabo durante 40 min a la temperatura ambiente. El rendimiento de acoplamiento no se determiné. La
columna se desactivo luego repetidamente (tampon B)/lavo (tampdn C) conforme al protocolo.

Ejemplo 2. Preparacion de una columna HSA

Se prepar6 una columna Sepharose-HSA utilizando una columna NHS HiTrap de 1 mL como en el Ejemplo 1. La
sustitucion fue de 10 ymol/mL. Se utilizé6 HSA de Sigma (A1653). Se prepararon aprox. 1,5 mL de una solucion de
10 mg/mL (0,15 pmol/mL) en tampon Ay se filtro a través de un filtro de 0,45 pm.

A: 0,2 M NaHCO3, NaCl 0,5 M, pH 8,3 (Tampon de acoplamiento)
B: 0,5 M etanolamina, NaCl 0,5 M, pH 8,3 (tampdn de desactivacion)
C: NaOAc 0,1 M, NaCl 0,5 M, pH 4,0 (tampdn de lavado)

D: glicina 2 M-HCI, pH 2,0 (tampon de acidificacion)

El acoplamiento se realiz6 estrictamente de acuerdo con el protocolo de instrucciones de GE Healthcare 71-7006-00
AT para columnas HiTrap. Se utilizé 1 mL de la solucién de HSA. El rendimiento de acoplamiento se determind
conforme al método "acidificacion a pH 2,5"

Después de acoplamiento (en tampdn A), la columna se lavé con tampén A y se recogieron 3 mL de liquido de
lavado. Se diluyeron 50 yL de la solucion con 50 uL de tampén D, es decir el lavado se diluy6 6 veces. La solucion
de acoplamiento original, 50 pL, se diluyé con 50 yL de tampén D, y luego 10 veces con tampoén A: tampon D 1:1, es
decir dilucion total: 20 veces. Se midié A280 por triplicado para las dos soluciones:

Muestra A280 Media Sin diluir
Solucién de acoplamiento diluida 20 veces 0,225 0,225 4,50
0,244
0,207
Lavado diluido 6 veces 0,228 0,215 1,29
0,221
0,197
Eficiencia de acoplamiento: (4,50-1,29)/4,5=71%
La columna se desactivo luego repetidamente (tampon B)/lavado (tampén C) conforme al protocolo. A continuacion,

se cambid el tampén a HEPES 50 mM, pH 7,5. Lavado durante aprox. 45 min. La misma se lavo finalmente con
imidazol 20 mM, a pH 7,3, CaCl, 10 mM, NaCl 150 mM durante aprox. 30 minutos.

Ejemplo 3. Preparacion de una columna de referencia, sin ligando de afinidad unido alguno

Se prepard una columna de referencia siguiendo el protocolo expuesto en el Ejemplo 1, excepto que el paso de
acoplamiento se cambid por un lavado con 6 mL de tampdn de desactivacion + reaccion durante 30 min.

Ejemplo 4. Separacion de hGH y conjugado fijador de albumina-hGH en la columna de ciclodextrina del
Ejemplo 1.

Se preparé un conjugado fijador de albimina-hGH que tenia una estructura como se muestra en la Figura 1C y se
purificé por HPLC utilizando el procedimiento siguiente:

La preparacion se resefia en el esquema que sigue. La misma consistia en dos pasos:

Paso 1: Preparacion de un fijador de albumina que contenia un asa de anilina para conjugacion a un hGH-
aldehido

Paso 2: Conjugacion al hGH-aldehido. La funcion aldehido esta localizada en el residuo GIn-141 de hGH.
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Paso 1

Se peso resina de amida de Rink protegida con Fmoc (2,0 g, 0,6 mmol/g) en un matraz de reaccién y se hinch6 en 3
x 30 mL de NMP. La resina se escurrio y se tratdé dos veces con 30 mL de piperidina al 25% en NMP, durante 10 min
y 1 hora respectivamente. La resina se escurrié y se lavé con 6 x 30 mL de NMP.

A continuacion, se pesaron Fmoc-Lys (Mtt)-OH (1500 mg, 2 eq) y HOBt (324 mg, 2,4 eq) y se disolvieron en 20 mL
de azul de bromofenol 0,5 mM en NMP. Esta soluciéon se afiadio a la resina escurrida seguido por la adicién de DIC
(374 L, 2,4 eq). La mixtura de reaccion se agité a la temperatura ambiente durante 3,5 horas hasta cambio de color
desde azul oscuro a verde claro. Finalmente, la resina se escurrio y se lavo con 6 x 30 mL de NMP, 3 x 30 mL de
DCM, y se escurrio.

La resina se traté con 10 mL de hexafluoroisopropanol durante 10 minutos (con agitacién). Se escurrié la misma, y
se lavo con 3 x 30 mL de DCM, y se repitieron el tratamiento con hexafluoroisopropanol y el lavado. Finalmente, la
resina se escurrio y se lavo con 3 x 30 mL de NMP.

Se pesaron Boc-4-ABz-OH (569 mg, 2,4 eq.) y HOBt (324 mg, 2,4 eq.) y se disolvieron en 20 mL de azul de
bromofenol 0,5 mM en NMP. Se afiadio esta solucion a la resina escurrida seguido por la adicién de DIC (374 pL,
2,4 eq.). La mixtura de reaccion se agitd a la temperatura ambiente durante una noche hasta cambio de color de
azul oscuro a verde claro. La resina se escurrid y se lavd con 6 x 30 mL de NMP. Se tomd una pequefia cantidad de
cuentas para testar la escision con TFA demostrando que el producto deseado se fijaba a la resina.

La resina se escurrio y se tratd dos veces con 30 mL de piperidina al 25% en NMP, durante 10 min y 1 hora
respectivamente. La resina se escurrid, se lavd con 6 x 30 mL de NMP, y se escurrié dejando la resina humeda 10 g
(humeda). Una cantidad de 1,7 g (0,2 mmol) de la resina himeda se retir6é para reaccion ulterior.

El acoplamiento de Fmoc-OEG-OH se realiz6 utilizando el procedimiento siguiente: Se pesaron Fmoc-OEG-OH (154
mg, 2 eq. comparado con la carga de resina) y HOBt (135 mg, 2 eq.) y se disolvieron en 5 mL de azul de bromofenol
0,5 mM en NMP. Se afiadio esta solucién a la resina escurrida seguido por la adicion de DIC (62 pL, 2 eq.). La
mixtura de reaccion se agitd a la temperatura ambiente durante una noche hasta cambio de color desde azul oscuro
a verde claro. Finalmente, se escurrié la resina, se lavé con 6 x 5 mL NMP, y se escurrid. Se escurri6 la resina y se
traté dos veces con 5 mL de piperidina a 25% en NMP, durante 10 min y 1 hora respectivamente. La resina se
escurrio y se lavo con 6 x 5 mL de NMP. A continuacion, el acoplamiento de Fmoc-OEG-OH (tiempo de
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acoplamiento 3,5 horas) y la separacion del grupo Fmoc se repitieron a fin de obtener un compuesto con dos grupos
terminales OEG y una amina libre.

En los 5 pasos siguientes, los aminoacidos Fmoc-Glu(O-t-Bu)-OH (3 acoplamientos, Fmoc-Glu-OtBu (un
acoplamiento) y acido Fmoc-tranexamico se acoplaron y se desprotegié Fmoc por el mismo procedimiento que para
Fmoc-OEG-OH arriba descrito, con las cantidades y condiciones siguientes (HOBt: 135 mg, 2 eq. DIC: 62 L, se
utilizaron 2 eq. para todos los acoplamientos):

1° acoplamiento: Fmoc-Glu(OtBu)-OH: 170 mg, 2 eq., tiempo de acoplamiento: una noche
2° acoplamiento: Fmoc-Glu(OtBu)-OH: 170 mg, 2 eq., tiempo de acoplamiento: 2 h

3° acoplamiento: Fmoc-Glu(OtBu)-OH: 170 mg, 2 eq., tiempo de acoplamiento: una noche
4° acoplamiento: Fmoc-Glu-OtBu: 170 mg, 2 eq., tiempo de acoplamiento: una noche

5° acoplamiento: Fmoc-Thx-OH: 152 mg, 2 eq., tiempo de acoplamiento: una noche

Finalmente, el grupo Fmoc se retird6 como se ha descrito arriba.

Se pesaron acido dodecanodioico, éster mono-tBu (HO,C-(CH2)1s-COOtBu, 159 mg, 2 eq., véase WO 2005/012347
A2) y HOBt (135 mg, 2 eq.) y se disolvieron en 5 mL de azul de bromofenol 0,5 mM en NMP. Se afadi6 esta
solucion a la resina escurrida, seguido por la adicion de DIC (62 pL, 2 eq.). El tiempo de acoplamiento fue una
noche. Finalmente, la resina se lavé con 6 x 5 mL de NMP, 6 x 5 mL de DCM vy se escurrio.

La resina se traté con 5 mL de TFA:agua:DCM:TIPS y 6,3/0,3/2,9/0,4 (v/v) durante 1 hora (con agitacion) y se filtrd
en 50 mL de dietil-éter frio. El precipitado generado se aisld por centrifugacion, se lavo 3 veces con dietil-éter, y se
seco a la temperatura ambiente durante una noche dejando el producto bruto como un sélido, 160 mg.

El solido bruto se disolvié en una mixtura de TFA, agua, acetonitrilo y DMSO, y se purificé por RP-HPLC preparativa
utilizando un gradiente de 40-80% acetonitrilo. EI compuesto puro se aislé como un sélido, 70 mg, y se identificod por
LC-MS.

Paso 2
Se prepararon las soluciones siguientes

Solucion 1: N¥''-(2-hidroxi-3-aminopropil)-hGH (200 mg, 9 pmol, en 150 mL de tampon, véase WO
2005070468A2) disuelto en tampdn de trietanolamina 20 mM, NaCl 0,12 M.

Solucion 2: El compuesto aislado en el paso 1 (30 mg, 2 eq.) disuelto en 3,6 mL de AcOH y 2,4 mL de agua.
Solucién 3: 3-metiltio-1-propanol: 290 mg disueltos en 4 mL de agua

Solucion 4: NalO4 (48 mg) disuelto en 1 mL de agua.

Solucion 5: NaCNBHj3 (22 mg disueltos en 50 pL de agua + 15 pyL de AcOH): se utilizaron 2 eq., 20 ymol, 30
ML.

La solucién 1 se envolvié en papel metalizado Alu, seguido por adicién de solucion 3 (4,4 mL) y solucién 4 (333 pyL).
La mixtura de reaccion se incub6 en el frigorifico durante 40 minutos. La mixtura de reaccion se cambié de tampén a
MES 50 mM, pH 6,0 utilizando un dispositivo de ultrafiltracion Amicon Ultracel 10 k (centrifugacion 4 veces (4000
rpm/min, 10°C, 10-20 minutos). El volumen final era 6 mL. Se afiadié la solucién 2 a esta solucién. La mixtura de
reaccion se agitd suavemente a la temperatura ambiente durante 30 minutos, después de lo cual se afadio la
solucion 5 (30 pL). La reaccion se dejo continuar durante una noche.

Después de 20 horas de tiempo de reaccioén, se observo por HPLC una conversion de aprox. 60% en el conjugado
de hGH deseado. La mixtura de reaccion se diluyd con 20 mL de agua y se filtré. La mixtura de reacciéon se cambid
de tampoén a agua utilizando un dispositivo de ultrafiltracion Amicon Ultracel 10 k (centrifugacion 4 veces (4000
rpm/min, 10°C, 15 minutos). El volumen final era 10 mL. La soluciéon se afiadié lentamente a 30 mL de trietanolamina
al 20%, pH 8,5. El pH final de la solucién era 8,5. Esta solucién se cambid luego de tampén a dietanolamina 20 mM,
pH 8,5 utilizando un dispositivo de ultrafiltracion Amicon Ultracel 10 k (centrifugacion 4 veces (4000 rpm/min, 10°C,
15 minutos). El volumen final era 47 mL.

La solucién se aplicé a una columna Mono-Q 10/100 (GE-Healthcare) y se eluyd utilizando trietanolamina 20 mM, pH
8,5 como tampoén de partida (A) y trietanolamina 20 mM, pH 8,5, NaCl 1 M como tampén de elucién (B). Las
fracciones que contenian el compuesto deseado se eluyeron alrededor de tampon B 400 mM y se agruparon. Estas
fracciones agrupadas se cambiaron de tampoén y se purificaron de nuevo utilizando el mismo sistema
cromatografico. Las fracciones que contenian el producto deseado se cambiaron de tampdn a bicarbonato de
amonio 10 mM utilizando un dispositivo de ultrafiltracién Amicon Ultracel 10 k (centrifugacion 4 veces (4000 rpm/min,
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10°C, 15 minutos). El volumen final era 9 mL. Finalmente, se liofilizé la solucion, obteniéndose el producto deseado
como un sélido blanco, 14,7 mg. El producto denominado 005 se identificé por LC-MS.

Experimento cromatografico:
Se mezclaron 0,5 mg de hGH con 0,5 mg del conjugado fijador de albumina-hGH 005.

La mixtura se sometié a cromatografia en la columna descrita en el Ejemplo 1 utilizando las condiciones siguientes:

Caudal: 0,5 ml/min

Tampén A: imidazol 20 mM, CaCl,; 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,3, 10 % glicerol
Tampén B: | A + hidroxipropil-ciclodextrina 20 mM

Temp: 22°C

La Figura 1A muestra el perfil de gradiente de elucion, y la Figura 1B muestra el cromatograma que se obtuvo.
Todos los cromatogramas son sefiales FLD (ext. 280, emm. 348). La Figura 2 muestra los perfiles de espectrometria
de masas para la fraccion 1 (Figura 2A) y la fraccion 7 (Figura 2B). La fraccion 1 se identific6 como hGH no
modificada, y la fraccion 7 se identific6 como conjugado fijador de albimina-hGH.

Este ejemplo muestra que hGH y un conjugado hGH-fijador de albimina pueden separarse en una columna con
ciclodextrina inmovilizada.

Ejemplo 5: Separacion de hGH y conjugado fijador de albimina-hGH en la columna de referencia del Ejemplo
3.

Las condiciones fueron como se expone en el Ejemplo 4. No se observé separacion alguna entre hGH y el
conjugado hGH-fijador de albumina (véase Figura 3). Esto demostraba que la interaccion de afinidad en la columna
de ciclodextrina es especifica. Todos los cromatogramas son sefales FLD.

Ejemplo 6: Separacion de hGH y conjugado fijador de albimina-hGH en la columna de albumina del Ejemplo
2.

El hGH y el conjugado fijador de albumina-hGH se procesaron utilizando la columna descrita en el Ejemplo 2.

Muestra 2 mg/ml en HEPES 20 mM pH 7,5

hGH:

Muestra Mixtura de hGH / conjugado hGH-fijador de albumina conforme al Ejemplo 4, 2 mg/ml en HEPES 20
mM pH 7,5

Caudal: 0,5 ml/min

Tampoén A:  imidazol 20 mM, CaCl; 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,3
Tampon B:  35% i-PrOH en A
Temp: 25°C

La Figura 4 muestra los cromatogramas resultantes. Todos los cromatogramas son sefiales FLD. Se incluyé luego la
ciclodextrina en el tampoén B como sigue:

A: imidazol 20 mM, CaCl, 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,3
B: HPCD 10620 mM en A
Temp: 22°C

La figura 5 muestra los cromatogramas resultantes. Todos los cromatogramas son sefiales FLD.

Este ejemplo muestra que hGH y un conjugado hGH-fijador de albumina pueden separarse en la columna con HSA
inmovilizada del Ejemplo 2; sin embargo, la eficiencia de separacion de esta columna es mucho mas pobre que la
columna CD inmovilizada del Ejemplo 1.

Ejemplo 7: Separacion de FVIIl y conjugado fijador de albumina-FVIIl, en la columna de albumina del Ejemplo
2.
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El Factor VIIl y un conjugado fijador de albumina-FVIIlI preparado de acuerdo con el Ejemplo 11 se procesaron
utilizando la columna descrita en el Ejemplo 2.

La molécula de Factor VIII utilizada en este ejemplo (N8) era una proteina Factor VIl delecionada del dominio B
(Thim et al. Haemophilia (2010), 16, 349). El fijador de albumina utilizado en el conjugado de FVIII en este
experimento era como se muestra en la Figura 11C

Se utilizé un gradiente escalonado, que saltaba desde 0% a 20% a 60% a 100% de tampon B. La Figura 6A muestra
el cromatograma resultante. Todos los cromatogramas son sefiales FLD. Se encontré que la mixtura de reaccion
bruta contenia un compuesto que era mas retenido en la columna comparado con FVIII.

La Figura 6B muestra un cromatograma resultante del uso de 30 pL de conjugado FVIlI-fijador de albumina, mixtura
de reaccion bruta, inyectado (aprox. 60 ug proteina).

Se llevo a cabo la SDS-PAGE sobre las fracciones que se muestran en la Figura 6B. Se tomaron 20 pL de cada
fraccion. Para N8 y 152-1: se diluyeron 20 yuL de solucion x 150. Se afadié a todas las muestras una cantidad
apropiada de trombina. Se incubaron éstas durante 10 min a 37°C y se afiadieron luego 7,5 pyL de tampén LDS.

Procedimiento: Protocolo de Invitrogen

Gel: Gel de Tris-acetato Nupage al 7%, 1,0*15 pocillos

Tampon: Tampodn de ejecucion SDS Tris-acetato Nupage (20x). 40 yL diluidos con 760 uL de
agua MQ

Tampodn de Muestra: Tampon de muestra LDS Nupage (4x)

Marcador: Estandar HPM HiMark

Programa: 70 min, 150 v, 120 mA & 25 W

Volumen: 7 uL/pocillo

Kit de tincion: SilverQuest (sin fijacion)

Los resultados se muestran en la Figura 7. Se encontré que el conjugado FVIII fijador de albumina se fijaba a la
columna, y podia eluirse nuevamente con tampdén que contenia HPCD.

Ejemplo 8. Separacion de FVIIl y conjugado fijador de albumina-FVIil, en la columna de ciclodextrina del
Ejemplo 1.

Se utilizaron las mismas condiciones del Ejemplo 4. 158-1 y 158-11 representan dos preparaciones en las cuales
FVIII se ha modificado parcialmente con un fijador de albumina.

Los resultados se muestran en la Figura 8. En estos cromatogramas puede verse que las dos preparaciones exhiben
grados de modificacion diferentes.

Ejemplo 9. Separacion de FVIIl y el conjugado fijador de albumina-FVIll (convertido parcialmente, mixtura de
reaccion bruta) en la columna de ciclodextrina del Ejemplo 1.

Los reactivos utilizados fueron como sigue:

Reactivo Cantidad Cantidad Concentracion eq
Factor VIII 0,25 mg 1,44 nmol 5 mg/ml 1
Sialidasa, * 0,6m U/ul 26 mU/12,5 ul 6,5 mU 0,6—1,8 U/ml gel
MBP-ST3Gal3 25 ul 22 mU 0,9 mg/ml /1,06 U/mg
Sustrato 1 Fijador de albumina GSC 15 ul 15 nmol 1 nmol/ul 10

Se descongelaron 0,25 mg de N8 (carga interna, en 50 pL). Se lavo sialidasa inmovilizada con 3 x 50 yL de H20O,
seguido por 3 x 50 pL de tampén HEPES. Se separ6 éste por centrifugacion y se elimino el exceso de tampon. Se
descongelé MBP-ST3Gal-lll. Se descongeld el Sustrato 1.

Se afiadieron a la sialidasa lavada: N8 (50 pL); MBP-ST3Gal-IIl (25 pL); Sustrato 1 (15 yL). La reaccion se incubd a
32°C durante un periodo de 1 hora. Se apartaron 5 pL para analisis por HPLC (columna CD) y se diluyeron hasta 50
ML con tampdn A. Se inyectaron 50 pL.

La Figura 9A muestra la realizacion analitica.
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Caudal: 0,5 ml/min

Tampén A: imidazol 20 mM, CaCl,; 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,3, 10 % glicerol
TampénB: A+ 20 mM HPCD

FLD: ext 280, emm 348 (para F8)

Temp: 22°C

Se filtré la mixtura de reaccién, utilizando una columna Pierce Spin. Volumen aprox. 85 pL. La mixtura completa se
aplicé a la columna CD, conforme al método anterior. La Figura 9B muestra la realizacion preparativa.

Se recogieron manualmente las fracciones siguientes:

Fraccion 3: 2,0 — 2,5 min. Fraccion 4: 2,6— 3,0 min.
Fraccion 5: 3,1 — 4,1 min. Fraccion 6: 4,2— 5,2 min.
Fraccion 7: 5,3— 6,3 min. Fraccion 8: 6,4— 7,4 min.
Fraccion 9: 7,5— 8,0 min. Fraccion 10: 8,1— 9,0 min.
Fraccion 11: 9,1— 9,4 min. Fraccion 12: 9,5 — 10,0 min.
Fraccion 13: 10,1 — 10,6 min. Fraccion 14: 10,7 — 11,2min
Fraccion 15: 11,3— 12,0 min. Fraccion 16: 12,1—

La Figura 10A muestra el contenido de proteina en cada una de las fracciones como se mide por NanoDrop (A280,
E1%, 14,6).

El gel SDS-PAGE demostré que las fracciones N8 no modificadas (fracciones 3-5) se habian separado del
conjugado fijador de albumina-N8 (fracciones 9-12) v.g. por comparacion de las fracciones 5 y 11 (desplazadas
ligeramente hacia masa mayor en las muestras escindidas con trombina). Véase la Figura 10B.

Ejemplo 10. Mono-funcionalizacion de FVIII-O-glucano delecionado del dominio B de tipo salvaje utilizando
ST3Gal-l y aislamiento del producto utilizando una columna CD

Se mezclo FVIII delecionado del dominio B de tipo salvaje (5,7 mg/mL, 352 pL, 10,2 nmol) en tampén (imidazol 20
mM, CaCl,> 10 mM, 0,02% Tween 80, glicerol 1 M, pH 7,3, NaCl 500 mM) con sialidasa (A. urifaciens, 12 L, 0,43
mg/mL, 130 U/mL, ref.: Christensen y Egebjerg, Biotechnol. Appl. Biochem., 41, 225-231), His-ST3Gal-I (21,6 U/mg,
100 (uL) y Sustrato 1 (150 pL, 200 nmol). El Sustrato 1 se muestra en la Figura 11C.

La mixtura se incubd a 32°C durante 2,5 horas, después de lo cual se aisl6 el conjugado FVIII por cromatografia de
afinidad de ciclodextrina: El material se cargd en la columna de ciclodextrina inmovilizada y se lavd con 18 mL de
tampon de partida imidazol 20 mM, CaCl; 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,3, 10% glicerol. La elucién se realizé6 como un
paso para 100% de tampon de elucion, imidazol 20 mM, CaCl,; 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,3, 10% glicerol,
hidroxipropilciclodextrina 20 mM, con lo cual el producto se eluyé como 730 ug en 2,5 mL (véase Figura 11). El
producto se tratoé luego con CMP-NAN (40 pL, 34 mg/mL) y MBP-SBD-ST3Gal-Ill (200 pL, 0,33 mg/mL, aprox. 0,5
U/mL) a 32°C durante 1 hora, y se congelé a -80°C.

Después de descongelacion, el producto se purificé en una columna rotativa AIEC (Vivapure Q Mini M, intercambio
de aniones fuertes) que se habia equilibrado con 10 mL de imidazol 20 mM, CaCl2 10 mM, 0,02% Tween 80, glicerol
1M, pH 7,3. Después de ello, la columna se lavé con

1. 2x10 ml de 20 mM imidazol 20 mM, CaCl, 10 mM, 0,02 %Tween 80, glicerol 1 M, pH 7,3,
2. 2x10 ml de 20 mM imidazol 20 mM, CaCl, 10 mM, 0,02 %Tween 80, glicerol 1 M, pH 7,3, NaCl 50mM

3. 2x10 ml de 20 mM imidazol 20 mM, CaCl, 10 mM, 0,02 %Tween 80, glicerol 1 M, pH 7,3, 200 mM NaCl.

Finalmente, el conjugado de FVIII se eluyé con imidazol 20 mM, CaCl, 10 mM, 0,02% Tween 80, glicerol 1M, pH 7,3,
NaCl 1 M, dando el conjugado 586 ug en 700 uL. Se aplicé el mismo a una columna de filtracién con gel Superdex
200 10/300 GL, y se eluy6 con histidina (1,5 mg/mL), CaCl, (0,25 mg/mL), Tween 80 (0,1 mg/mL), NaCl (18 mg/mL),
sacarosa (3 mg/mL).

El eluato contenia un producto principal que se eluyé con 0,58 volumenes de columna, que se recogieron y
contenian 348 pg del conjugado deseado en 2,5 mL. El producto se caracterizé6 por SDS-PAGE no reducida
indicando que las bandas correspondientes a A1 y A3C1C2 que contenian los glucanos modificados se desplazaban
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hacia PM mayor. Asimismo, la cromatografia analitica de afinidad de ciclodextrina con y sin FVIII delecionado del
dominio B de tipo salvaje demostré que el conjugado (denominado 17754-235-111) se fijaba a ciclodextrina, mientras
que el FVIII delecionado del dominio B de tipo salvaje no lo hacia (véase la Figura 11B).

Ejemplo 11. Acoplamiento del Sustrato 1 a los N-glucanos de FVIII delecionado del dominio B de tipo salvaje
utilizando ST3Gal-lll.

Se obtuvo asialo-FVIII delecionado del dominio B de tipo salvaje por sometimiento a una reaccion de PEGilacion
utilizando sialidasa (A. urifaciens), ST3Gal-l, y PSC de 40 kDa como se describe en WO 2009/108806 A1. Una vez
completada la reaccion, se separé el asialo-VIIlI (no PEGilado) del FVIII PEGilado por AIEC. Finalmente, el asialo-
FVIIl se cambié de tampodn utilizando una columna AIEC MonoQ. Una cantidad de 37,4 mg del asialo-FVIII aislado
de la primera AIEC en 82 mL de tampodn se diluyé con agua MQ (150 mL) para obtener una conductividad de 12
mS/cm y se cargd en la columna que se habia equilibrado con histidina tampén (1,5 mg/mL), CaCl, (0,25 mg/mL),
Tween 80 (0,1 mg/mL), NaCl (50 mM), y sacarosa (3 mg/mL). El producto se eluyé utilizando un gradiente de
histidina tampén (1,5 mg/mL), CaCl, (0,25 mg/mL), Tween 80 (0,1 mg/mL, NaCl (1M), sacarosa (3 mg/mL). El
producto se eluy6 en NaCl aprox. 500 mM.

El asialo-FVIIl delecionado del dominio B de tipo salvaje obtenido como anteriormente (1 mg, 5,6 nmol, en 800 pL
de histidina tampon (1,5 mg/mL), CaCl; (0,25 mg/mL), Tween 80 (0,1 mg/mL), NaCl (500 mM), sacarosa (3 mg/mL)
se traté con ST3Gal-lll (500 pL, se concentré a 50 pL, 500 mU) y Sustrato 1 (45 pL, 60 mmol). La reaccion se incubd
a 32°C durante 21,5 horas (producto bruto).

Se retiré una muestra para analisis por SDS-PAGE. A continuacion, se afiadié una solucion de CMP-NAN (2 mg, 3,1
pmol en 20 yL de tampdn (imidazol 20 mM, CaCl; 10 mM, 0,02% Tween 80, NaCl 500 mM, glicerol 1 M, pH 7,3)) y
se incubd6 a 32°C durante 1 hora.

La mixtura de reaccion se diluyé a 19 mL con aprox. 18 mL de imidazol 20 mM, CaCl; 10 mM, 0,02% Tween 80,
NaCl 500 mM, glicerol 1 M, pH 7,3. La concentracion de sales era entonces aprox. 28 mM. El producto se purificd
luego por AIEC en columna rotativa como se resefia en el Ejemplo 10. El conjugado (820 ug) se recuperé en 1 mL.
Se aplicé el mismo a una columna de filtracién con gel Superdex 200 10/300 GL, y se eluyé con histidina tampon
(1,5 mg/mL), CaCl; (0,25 mg/mL), Tween 80 (0,1 mg/mL), NaCl (18 mg/mL), sacarosa (3 mg/mL). El eluato contenia
un pico a aprox. 0,43 volumenes de columna y otro pico a aprox. 0,58 volumenes de columna. El primer pico se
identifico por SDS-PAGE, y estaba constituido por STGal-lll (probablemente en forma agregada). El segundo pico
contenia el segundo conjugado, que se aislé como 273 ug en 2,5 mL. El producto se caracterizé por SDS-PAGE no
reducida con escision previa de trombina, con arreglo a lo cual las bandas correspondientes a A1 y A3C1C2 que
contenian los glucanos modificados se desplazaban claramente hacia PM mayor.

Ejemplo 12. Caracterizacion de hGH y conjugado hGH-fijador de albumina en la columna CD con sistemas
tampon diferentes

Se utilizé la columna de ciclodextrina del Ejemplo 1. Se inyectaron en la columna hGH y el conjugado de hGH [005]
y se eluyeron con un gradiente escalonado como se describe en el Ejemplo 4. Se investigaron los sistemas tampodn
siguientes:

Sistema tampdn 1 (véase Figura 12A):

A: imidazol 20 mM, CaCl; 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,3, 10 % glicerol
B: imidazol 20 mM, CaCl, 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,3, 10 % glicerol + HPCD 20mM

Sistema tampén 2 (véase Figura 12B):

A: imidazol 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7,3
B: imidazol 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7,3 + HPCD 20mM

Sistema tampdn 3 (véase Figura 12C):

A: 20 mM Tampén trietanolamina, pH 7,3

B: 20 mM Tampén trietanolamina, pH 7,3 + HPCD 20mM

Los analitos utilizados fueron como sigue:

hGH: 1,5 mg/0,5 mL. Se inyectaron 5 pL.
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005: (hGH de fijacion de albumina). 0,6 mg/0,5 mL. Se inyectaron 7 pL.

La Figura 12 muestra que el conjugado hGH-fijador de albumina 005 se fija a la columna CD con indiferencia del
sistema tampdn, mientras que hGH por si mismo no lo hace, por lo cual los compuestos son separables.

El tercer cromatograma es una muestra en blanco. El cuarto ilustra el gradiente escalonado.

Ejemplo 13. Caracterizacion de diferentes conjugados hGH-fijador de albimina utilizando la columna CD

El sistema tampoén 1 del Ejemplo 12 se utilizé para comparacion de la fijacion de tres conjugados hGH-fijador de
albumina diferentes a la columna CD del Ejemplo 1. Otras condiciones eran iguales que en el Ejemplo 12.

La Figura 13A muestra que unicamente 005 se fija a la columna CD, mientras que los conjugados hGH-fijador de
albumina 007 y 0012 se retardan en la columna, dado que el conjugado fijador de albimina-hGH comienza a eluirse
antes de la adicién del tampdn B. La impurificacion con hGH en las muestras 007 y 0012 demostraba que estos
conjugados se retardaban en la columna CD (Figura 13B).

Ejemplo 14. Separacion de FVlla y el conjugado fijador de albiumina-FVlla en la columna de ciclodextrina del
Ejemplo 1.

Se utilizaron los reactivos siguientes:

Asialo FVlla (carga interna): en tampoén Gly-Gly, pH 6 (1,39 mg/mL), 300 pL, se utilizaron 13 nmol de Sustrato
1 (fijador de albumina-GSC): (PM 1869: se utilizaron 2 mg/mL, 30 yL 32 nmol)

MBP-SBP-ST3Gal-lll: 1,2 U/mL, se utilizaron 100 pL.

Asialo-FVlla se referia a un FVIla recombinante que habia sido pretratado previamente con una sialidasa y se
habia purificado. Se descongel6 asialo-FVlla, y se afiadieron Sustrato 1 y ST3Gal-lll. La mixtura se incubd a
32°C. Después de 110 min. se separd una muestra en la columna CD del Ejemplo 1. Las condiciones
cromatograficas eran como en el Ejemplo 9. La Figura 14 muestra el resultado. El primer pico que se eluia
correspondia a asialo-FVIla sin modificar, y el ultimo pico que se eluia correspondia al asialo-FVlla
modificado con el fijador de albumina, como se muestra por un aumento de peso molecular de las cadenas
pesada y ligera de FVlla utilizando SDS-PAGE.

Ejemplo 15. Separacion de FIX y el conjugado fijador de albumina-FIX en la columna de ciclodextrina del
Ejemplo 1.

Se utilizaron los reactivos siguientes:

FIX (carga interna): en histidina 10 mM, CaCl, 3 mM, tampon de NaCl 50 mM de pH 6 (11 mg/mL). Se
diluyeron 100 yL (20 nmol) a 1 mL con tampon de imidazol 20 mM, CaCl, 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,3, 10%
glicerol de pH 7,3. Se utilizaron 100 pL (2 nmol).

Sustrato 1 (fijador de albumina GSC, PM1869): 2 mg/mL, se utilizaron 7,5 pL (8 nmol) de MBP-SBP-ST3Gal-
lll: 1,2 U/mL, se utilizaron 25 pL.

Sialidasa-neuramidasa: 50 pL (6,7 mU) (C. perfringens, tipo VI-A, N-5254, de Sigma) en agarosa
(suspension), 0,6-1,8 U/mL de gel.

La sialidasa se centrifug6 utilizando una columna rotativa Pierce y se lavd dos veces con agua, 500 L, y luego tres
veces con tampén HEPES 50 mM, NaCl 100 mM, CaCl, 10 mM, pH 7. Se puso en rotacion la columna y la enzima
se afadid al FIX descongelado. La reaccién se agité suavemente a la temperatura ambiente durante una noche y se
filtré luego utilizando una columna rotativa Pierce. Se anadieron Sustrato 1 y ST3Gal-lll al filtrado resultante que
contenia asialo-FIX y se incub6 el todo a 32°C durante 46 horas. Una muestra de la mixtura de reaccion se separé
en la columna CD del Ejemplo 1. Las condiciones de la cromatografia eran como en el Ejemplo 9. La Figura 15
muestra el resultado. El primer pico que se eluia corresponde a asialo-FIX sin modificar, y el ultimo pico de elucion
corresponde al asialo-FIX modificado con el fijador de albumina, como se muestra por un aumento en el peso
molecular de las cadenas pesada y ligera de FVlla utilizando SDS-PAGE. Los geles exhibian también la presencia
de pequenfias cantidades de FIXa generadas por auto-activacion de FIX.

Ejemplo 16. Preparacion del éster de NHS fijador de albumina
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Se utilizé la resina amida de Rink (0,4 g, 0,25 mmol) para la sintesis en un sintetizador de péptidos microondas CEM
Liberty. Se utilizaron protocolos estandar de quimica Fmoc, empleandose los aminoacidos siguientes y en el orden
indicado (todas las soluciones con 7 eq. de aminoacido en NMP que contenia HOAt 0,3 M):

1. Fmoc-Lys(Mtt)-OH : 1,12 gen 6 ml
2. Fmoc-OEG-OH : 1,39 g en 12 ml (2 acoplamientos)
3. Fmoc-Glu-OtBu : 0,77 gen 6 ml

4. Fmoc-Thx-OH : 0,68 g en 6 ml

5. Mono t-butiléster del diacido C-16 (véase WO 2005/012347 A2, Ejemplo 4): 0,62 g en 6 mL. Todos los
acoplamientos se realizaron por adicion de 7 eq de DIC.

Después de estos acoplamientos, la resina se retird del sintetizador Liberty y se lavo, escurrid, y traté con 5 mL de
hexafluoro-isopropanol durante 10 minutos. La resina se lavé luego con DCM y se escurrié. Se repitieron luego el
tratamiento con hexafluoro-isopropanol y el lavado con DCM.

Se disolvid bis-NHS éster de acido subérico (368 mg) en NMP (10 mL, con azul de bromofenol 0,5 mM) y se afiadio
DIPEA (170 uL). Se afiadio esta solucion a la resina escurrida y se dejo reaccionar durante una noche. Después del
acoplamiento, la resina se lavdé con NMP, DCM vy se escurrié. Se afhadié a la resina escurrida una mixtura de
TFA:TIPS:mercaptoetanol:H,O 94:1:2,5:2,5 y la resina se agit6 a la temperatura ambiente durante 2 horas. La resina
se escurrio lentamente en 75 mL de dietil-éter enfriado en hielo, dando como resultado precipitacién del producto. La
agitacion ulterior a la temperatura ambiente durante 0,5 horas y centrifugacion proporcioné el producto como un
sélido que se lavo dos veces con dietil-éter y se secd a vacio. El producto bruto se disolvio en una mixtura de
acetonitrilo que contenia tampones A y B de HPLC, y se purificd por RP-HPLC preparativa utilizando un -gradiente
de tampones acetonitrilo/agua con 0,1% de TFA. La identidad y pureza del producto se confirmaron por HPLC y
LCMS. Utilizando el protocolo anterior, se preparé una cadena lateral de fijacién de albimina muy compleja como un
éster de NHS. Este compuesto esta listo para reaccionar con GSC en el Ejemplo 17.
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Ejemplo 17. Acoplamiento del éster de NHS a GSC para proporcionar el Sustrato 1
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El éster de NHS del Dietil-éter (20 mg) se disolvié en THF (500 pL) y se afadié tampoén TRIS (100 mM, pH 8,4, 500
ML). Se pesé GSC (20 mg) y se afnadié a la solucion del éster de NHS y se dejo reaccionar a la temperatura
ambiente durante un periodo de 30 min. La mixtura de reaccion se diluyé a 4 mL con agua y se purificod por RP-
HPLC utilizando un gradiente de tampones acetonitrilo/agua con 0,1% de TFA. Gradiente 10 — 50% tampén B. las
fracciones relevantes se identificaron por LCMS vy se liofilizaron. El producto exhibia una solubilidad excelente en
agua. Rendimiento: 7,7 mg. El producto se identifico por LCMS.

Utilizando el protocolo anterior, se prepard un sustrato de sialil-transferasa que llevaba una cadena lateral hidréfoba
compleja de fijacion de albumina. El Sustrato 1 era totalmente soluble en tampones acuosos.

LISTADO DE SECUENCIAS
<110> Novo Nordisk A/S

<120> Método de purificaciéon
<130> 8060

<160> 1

<170> PatentIn version 3.5
<210> 1

< 211> 2332

< 212> PRT

< 213> homo sapiens

<400> 1
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ES 2 582 590 T3

REIVINDICACIONES

1. Un método para purificacion de una proteina que esta conjugada a un resto de fijacion de albumina a partir de
una mixtura que comprende (i) dicha proteina en dicha FORMA conjugada vy (ii) dicha proteina en una forma que no
esta conjugada a dicho resto de fijacion de albumina, comprendiendo el método:
(a) proporcionar un soporte solido que comprende una sustancia capaz de fijarse especificamente al resto de
fijaciobn de albumina, en donde dicha sustancia se selecciona del grupo constituido por albumina y
ciclodextrina;
(b) poner en contacto dicho soporte sélido de (a) con dicha mixtura que comprende proteina y proteina
conjugada en condiciones adecuadas para fijacion del resto de fijacién de albumina a la sustancia definida en
(ayy
(c) eluir los componentes fijados al soporte sélido, en donde dicha elucion comprende poner en contacto el
soporte solido con la sustancia capaz de fijarse al resto de fijacion de albumina.

2. Un método segun la reivindicacion 1 en el que dicha sustancia se aplica a dicho soporte sélido en un
gradiente de concentracion creciente en el paso (c).

3. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que la proteina se selecciona de
Factor VIII, hormona del crecimiento, Factor VII, Factor IX, GLP-1, insulina, o una forma variante de cualquiera de
ellos.

4. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que el resto de fijacion de albumina
prolonga la semi-vida de la proteina en vivo.

5. Un método segun una cualquiera de las reivindicaciones anteriores en el que el resto de fijacion de albumina
comprende un acido graso o derivado de acido graso.

6. Un método segun la reivindicacion 5, en el que el derivado de acido graso comprende un diacido graso que
tiene al menos 12 unidades metileno.

7. Un método segun la reivindicacion 5 6 6, en el que el acido graso o derivado de acido graso esta enlazado a
un factor de coagulacion por un acido sialico de un glucano unido a N.

8. Un método segun la reivindicacion 5 6 6, en el que el acido graso o derivado de acido graso esta unido al
factor de coagulacién por un acido sialico de un glucano unido a O.

9. Un método segun la reivindicacion 7 u 8 en el que la proteina de coagulacion es Factor VIl o Factor Vlla.
10.  Un método segun la reivindicacion 7 u 8 en el que la proteina de coagulacion es Factor VIII.

11.  Un método segun la reivindicacion 7 u 8 en el que la proteina de coagulacion es Factor IX.
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