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DESCRIPCION
Conjugados de proteina de la coagulacién sanguinea

Campo de la invencién

La presente invencion se refiere a materiales y métodos para conjugar un acido polisidlico a una proteina de la
coagulacion sanguinea.

Antecedentes de la invencion

Los polipéptidos terapéuticos, tales como las proteinas de la coagulacidon sanguinea, incluyendo el Factor IX (FIX), el
Factor VIII (FVIII), el Factor Vlla (FVlIa), el Factor de Von Willebrand (VWF), el Factor FV (FV), el Factor X (FX), el
Factor XI (FXI), el Factor XII (FXII), la trombina (Fll), la proteina C, la proteina S, tPA, PAI-1, el factor tisular (TF) y la
proteasa ADAMTS 13, se degradan rapidamente por enzimas proteoliticas y se neutralizan por anticuerpos. Esto
reduce su semivlda y su tiempo de circulacion, limitando de este modo su eficacia terapéutica. Se necesitan dosis
relativamente altas y administraciones frecuentes para obtener y mantener el efecto terapéutico o profilactico
deseado de estas proteinas de la coagulacion. Como consecuencia de ello, es dificil obtener una regulacion de la
dosis adecuada y la necesidad de tener que efectuar administraciones intravenosas frecuentes impone restricciones
a la forma de vida de los pacientes.

La PEGilacion de los farmacos de polipéptidos los protege en la circulacion y mejora sus perfiles farmacodinamicos
y farmacocinéticos (Harris y Chess, Nat Rev Drug Discov. 2003; 2:214-21). El proceso de PEGilacion une unidades
repetitivas de polietilenglicol (PEG) a un farmaco de polipéptidos. Las moléculas de PEG tienen un gran volumen
hidrodinamico (5-10 veces el tamafio de las proteinas globulares), son altamente solubles en agua e hidratadas, no
toxicas, no inmunogénicas y se aclaran rapidamente del cuerpo. La PEGilacion de las moléculas puede dar lugar a
una resistencia aumentada de los farmacos a la degradacion enzimatica, a una semivida in vivo aumentada, a una
frecuencia de dosificacion reducida, a una inmunogenicidad disminuida, a una estabilidad fisica y térmica
aumentada, a una solubilidad aumentada, a una estabilidad en liquidos aumentada y a una agregacion reducida. Los
primeros farmacos PEGilados fueron aprobados por la FDA a principios de la década de 1990. Desde entonces, la
FDA ha aprobado varios farmacos PEGilados para administracion oral, inyectable y topica.

El acido polisialico (PSA), también conocido como acido colominico (CA), es un polisacarido de origen natural. Es un
homopolimero de acido N-acetilneuraminico con enlaces a (2 — 8) cetosidicos y contiene grupos diol vecinales en
su extremo no reductor. Esta cargado negativamente y es un componente natural del cuerpo humano. Puede
producirse facilmente en bacterias en grandes cantidades y con caracteristicas fisicas predeterminadas (patente de
Estados Unidos n.° 5.846.951). Debido a que el PSA producido por bacterias es quimica y inmunolégicamente
idéntico al PSA producido en el cuerpo humano, el PSA bacteriano es no inmunogénico, incluso cuando se acopla a
proteinas. A diferencia de algunos polimeros, el PSA es biodegradable. Se ha demostrado que el acoplamiento
covalente del acido colominico a la catalasa y la asparaginasa aumenta la estabilidad enzimatica en presencia de
enzimas proteoliticas o plasma sanguineo. En estudios comparativos in vivo con asparaginasa polisialilada y sin
modificar reveld que la polisialilacién aumentaba la semivida de la enzima (Fernandes y Gregoriadis, Int Biochimica
Biophysica Acta 1341:26-34, 1997).

La preparacion de los conjugados mediante la formacién de un enlace covalente entre el polimero soluble en agua y
la proteina terapéutica puede llevarse a cabo mediante diversos métodos quimicos. Por ejemplo, el acoplamiento de
derivados de PEG a péptidos o proteinas es revisado por Roberts y col., (Adv Drug Deliv Rev 2002;54:459-76). Un
enfoque para acoplar polimeros solubles en agua a proteinas terapéuticas es la conjugacion de los polimeros a
través de los restos de hidrato de carbono de la proteina. Los grupos hidroxilo (OH) vecinales de hidratos de
carbono en proteinas pueden ser facilmente oxidados con peryodato de sodio (NalO4) para formar grupos aldehido
activos (Rothfus et Smith, J Biol Chem 1963; 238: 1402-1410; Posteriormente, el polimero se puede acoplar a los
grupos aldehido de los hidratos de carbono mediante el uso de reactivos que contienen, por ejemplo, un grupo
hidrazida activo (Wilchek M y Bayer EA, Methods Enzymol 1987; 138: 429-42). Una tecnologia mas reciente es el
uso de reactivos que contienen grupos aminooxi que reaccionan con aldehidos para formar enlaces oxima
(documentos WO 96/40662, WO2008/025856).

Los ejemplos adicionales que describen la conjugacion de un polimero soluble en agua a una proteina terapéutica
se describen en el documento WO 06/071801, que ensefia la oxidacion de restos de hidrato de carbono en el factor
de Von Willebrand y el posterior acoplamiento a PEG usando quimica de hidrazida; la publicacion de Estados
Unidos n.° 2009/0076237, que ensefia la oxidacion de rFVIIl y el posterior acoplamiento a PEG y otros polimeros
solubles en agua (por ejemplo, PSA, HES, dextrano) usando la quimica de hidrazida; el documento WO
2008/025856, que ensefa la oxidacion de diferentes factores de coagulacion, por ejemplo, rFIX, FVIIl y FVila, y el
posterior acoplamiento a, por ejemplo, PEG, utilizando la quimica de aminooxi mediante la formacion de un enlace
oxima; y la patente de Estados Unidos n.° 5.621.039 que ensefia la oxidacion de FIX y el posterior acoplamiento a
PEG usando quimica de hidrazida.

Recientemente, se ha descrito un procedimiento mejorado que comprende oxidacion suave con peryodato de acidos
sialicos para generar aldehidos, seguido de la reaccién con un grupo aminooxi que contiene el reactivo en presencia
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de cantidades cataliticas de anilina (Dirksen A et Dawson PE, Bioconjugate Chem. 2008;19.2543-8; y Zeng Y y col.,
Nature Methods 2009;6:207-9). La catalisis de anilina acelera drasticamente la unién de la oxima, lo que permite el
uso de concentraciones muy bajas del reactivo.

A pesar de los procedimientos disponibles de la conjugacion de polimeros solubles en agua a proteinas
terapéuticas, sigue habiendo una necesidad de desarrollar materiales y procedimientos para conjugar polimeros
solubles en agua a proteinas que mejore las propiedades farmacodinamicas y/o farmacocinéticas de la proteina al
tiempo que se reducen al minimo los costes asociados con los diversos reactivos.

Sumario de la invencién

La presente invencion proporciona materiales y procedimientos para conjugar polimeros a proteinas que mejoran las
propiedades farmacodinamicas y/o farmacocinéticas de la proteina y reducen al minimo los costes asociados con los
diversos reactivos.

En una realizacion de la invencion, un método de conjugacion de un polimero soluble en agua a un resto de hidrato
de carbono oxidado de una proteina de la coagulacion sanguinea comprende poner en contacto el resto de hidrato
de carbono oxidado con un polimero activado soluble en agua en condiciones que permiten la conjugacion; la
proteina de la coagulacion sanguinea se selecciona del grupo que consiste en Factor IX (FIX), Factor VIII (FVIII), o
un fragmento, derivado o variante biolégicamente activo del mismo; el polimero soluble en agua, que contiene un
grupo aminooxi activo, es un acido polisidlico (PSA); y el resto de hidrato de carbono oxidado a través de la
incubacion con un tampon que comprende un agente oxidante seleccionado del grupo que consiste en peryodato de
sodio (NalOs), tetraacetato de plomo (Pb(OAc)4) y perrutenato de potasio (KRuOs); en el que se forma un enlace
oxima entre el resto de hidrato de carbono oxidado y el grupo aminooxi activo en el polimero soluble en agua.

El polimero soluble en agua de acuerdo con el procedimiento mencionado anteriormente es PSA. En una realizacion
relacionada, el PSA comprende aproximadamente de 5 a 500 o 10 a 300 unidades de acido sialico. En otra
realizacion mas, la proteina de la coagulaciéon sanguinea de acuerdo con el procedimiento mencionado
anteriormente es FIX. En ofra realizacion mas, la proteina de la coagulacién sanguinea de acuerdo con el
procedimiento mencionado anteriormente es FVIIl. En otra realizaciéon adicional, se proporciona el procedimiento
mencionado anteriormente, en el que el agente oxidante es peryodato de sodio (NalO4). En otra realizacion, el resto
de hidrato de carbono oxidado de la proteina de la coagulacién sanguinea de acuerdo con el procedimiento
mencionado anteriormente se encuentra en el péptido de activacion de la proteina de la coagulacion sanguinea.

En otra realizaciéon mas de la invencion, se proporciona el procedimiento mencionado anteriormente, en el que el
PSA se prepara a través de una reaccién de un enlazador aminooxi activado con PSA oxidado;

en el que el enlazador aminooxi se selecciona del grupo que consiste en:

un enlazador 3-oxa-pentano-1,5-dioxiamina de férmula:

HaN_ s
@

k\//'h’"\

‘_r.f“\_‘vf, O/NHE

y

un enlazador 3,6,9—trioxa—undecano—1,1 1—dioxiamina de formula:
I ,mv,oK/,AMO,,.;\JH2

en la que el PSA se oxida a través de incubacion con un agente oxidante para formar un grupo aldehido terminal en
el extremo no reductor del PSA. En oftra realizacion mas, se proporciona el procedimiento mencionado
anteriormente, en el que el enlazador aminooxi activado comprende 1-50 unidades de etilenglicol. En otra realizacion
mas, se proporciona un procedimiento mencionado anteriormente, en el que el enlazador aminooxi es 3-oxa-
pentano-1,5-dioxiamina. En una realizacién relacionada, el agente oxidante es NalOa.

En otra realizacién de la invencién, se proporciona el procedimiento mencionado anteriormente en el que el contacto
del resto de hidrato de carbono oxidado con el polimero activado soluble en agua se produce en un tampdn que
comprende un catalizador nucledfilo seleccionado entre el grupo que consiste en derivados de anilina y anilina.

En otra realizacibn mas de la invencién, se proporciona un procedimiento mencionado anteriormente que
comprende, ademas, la etapa de reducir un enlace oxima en la proteina de coagulacién sanguinea conjugada a
través de la incubacién de la proteina de coagulacién sanguinea conjugada en un tampdén que comprende un
compuesto reductor seleccionado del grupo que consiste en cianoborohidruro de sodio (NaCNBHs3) y acido ascorbico
(vitamina C). En una realizacion relacionada el compuesto reductor es cianoborohidruro de sodio (NaCNBH).

En otra realizacién de la invencion, se proporciona una proteina de coagulacién sanguinea modificada producida por
un procedimiento mencionado anteriormente.
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En otra realizacion mas de la invencion, se proporciona un FIX modificado que comprende una molécula de FIX o un
fragmento, derivado o variante biolégicamente activo del mismo; y al menos un PSA aminooxi unido a la molécula de
FIX, en el que dicho PSA aminooxi esta unido al FIX a través de uno o mas restos de hidrato de carbono.

En el presente documento también se divulga un FVlla modificado que comprende una molécula de FVlla o un
fragmento, derivado o variante biolégicamente activo del mismo; y al menos un PSA aminooxi unido a la molécula de
FVlla, en el que dicho PSA aminooxi esta unido al FVlla a través de uno o mas restos de hidrato de carbono.

En otra realizacién mas de la invencion, se proporciona un FVIII modificado que comprende una molécula de FVIII o
un fragmento, derivado o variante biolégicamente activo del mismo; y al menos un PSA aminooxi unido a la molécula
de FVIII, en el que dicho PSA aminooxi esta unido al FVIII a través de uno o mas restos de hidrato de carbono.

En el presente documento también se divulga un FIX modificado que comprende una molécula de FIX o un
fragmento, derivado o variante biolégicamente activo del mismo; y al menos un PSA aminooxi unido a la molécula de
FIX, en el que dicho PSA aminooxi esta unido al FIX a través de uno o mas restos de hidrato de carbono.

En el presente documento también se divulga un FVlla modificado que comprende una molécula de FVlla o un
fragmento, derivado o variante biolégicamente activo del mismo; y al menos un PEG aminooxi unido a la molécula
de FVIlla, en el que dicho PEG aminooxi esta unido al FVlla a través de uno o mas restos de hidrato de carbono.

En el presente documento también se divulga un FVIII modificado que comprende una molécula de FVIII o un
fragmento, derivado o variante biolégicamente activo del mismo; y al menos un PEG aminooxi unido a la molécula
de FVIII, en el que dicho PEG aminooxi esta unido al FVIII a través de uno o mas restos de hidrato de carbono.

En otra realizacion mas, se proporciona un polimero soluble en agua que comprende un enlazador aminooxi activo;
siendo dicho polimero soluble en agua acido polisialico (PSA); dicho enlazador aminooxi activo se selecciona de
entre el grupo que consiste en: un enlazador 3-oxa-pentano-1,5-dioxiamina de férmula:

AN O M

un enlazador 3,6,9—trioxa—undecano—1,1 1—dioxiamina de formula:
HzN\”O"/\\,/O\“‘x/\’“‘O'/\\.,/O\v/f\OW'NHE

En otra realizacién mas, se proporciona el procedimiento mencionado anteriormente, en el que el enlazador
aminooxi activado comprende 1-50 unidades de etilenglicol.

Figuras
La Figura 1 muestra la estructura primaria del factor de coagulacion IX.
La figura 2 muestra el acoplamiento de rFIX oxidado a aminooxi-PSA.

La Figura 3 muestra la sintesis de los enlazadores diaminoxi solubles en agua 3-oxa-pentano-1,5-dioxiamina y
3,6,9-trioxa-undecano-1,11-dioxiamina.

La Figura 4 muestra la preparacion de aminooxi-PSA.

Figura 5 muestra la caracterizacion analitica del conjugado PSA-rFIX empleando SDS-PAGE vy tincion
Coomassie.

Figura 6 muestra la caracterizacién analitica del conjugado PSA-rFIX empleando la deteccién con anticuerpos
anti-FIX y anti-PSA.

La Figura 7 muestra la actividad de rFIX nativo y el conjugado PSA-RFIX con relacién al tiempo después de las
infusiones.

La Figura 8 muestra los niveles de PSA-rFVIIl y de Advate relativos al tiempo tras la infusion.

Descripcion detallada de la invenciéon

Las propiedades farmacoldgicas e inmunoldgicas de las proteinas terapéuticas se pueden mejorar mediante
modificacion quimica y conjugacion con compuestos poliméricos tales como polietilenglicol (PEG), PEG ramificado,
acido polisialico (PSA), hidratos de carbono, polisacaridos, pululano, quitosano, acido hialurénico, sulfato de
condroitina, dermatansulfato, almidén o un derivado de almidén, dextrano, carboximetil-dextrano, 6xido de
polialquileno (PAO), polialquilenglicol (PAG), polipropileno glicol (PPG), polioxazolina, poliacriloilmorfolina, alcohol
polivinilico (PVA), policarboxilato, polivinilpirrolidona, polifosfaceno, polioxazolina, polietileno-co-anhidrido de acido
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maleico, poliestireno-co-anhidrido de acido maleico, poli(1-hidroximetiletileno hidroximetilformal) (PHF), y 2-
metacriloiloxi-2'-etiltrimetilamoniofosfato (MPC). Las propiedades de los conjugados resultantes generalmente
dependen fuertemente de la estructura y el tamafo del polimero. Por lo tanto, los polimeros con una distribucion de
tamafio definida y estrecha son generalmente preferidos en la técnica. Los polimeros sintéticos como PEG se
pueden fabricar facilmente con una distribuciéon de tamafio estrecha, mientras que el PSA se puede purificar de una
manera tal que tenga como resultado una preparacion final de PSA con una distribucion de tamafio estrecha.
Ademas, los reactivos de pegilacion con cadenas poliméricas definidas y una estrecha distribucion de tamafos estan
en el mercado y disponibles comercialmente a un precio razonable.

La adicion de un polimero soluble, tal como a través de polisialilacion, es un procedimiento para mejorar las
propiedades de una proteina de coagulacion sanguinea, tales como FIX, asi como otras proteinas de la coagulacion
(por ejemplo, VWF, FVlla (véase, por ejemplo, el documento US 2008/0221032A1) y FVIII.

PROTEINAS DE LA COAGULACION SANGUINEA

Como se describe en el presente documento, las proteinas de coagulacion sanguinea, incluyendo el factor IX (FIX) y
Factor VIII (FVIIl) se contemplan en la invencion. Tal como se utiliza en el presente documento, la expresion
"proteina de coagulacién sanguinea" se refiere a cualquiera de Factor IX (FIX) y Factor VIII (FVIII) que exhibe
actividad biolégica que esta asociada con la de la proteina de coagulacién sanguinea nativa particular.

La cascada de la coagulacion sanguinea se divide en tres segmentos distintos: las vias intrinsecas, extrinseca y
comunes (Schenone y col., Curr Opin Hematol. 2004; 11:272—7). Esta cascada implica una serie de enzimas serina
proteasa (cimogenos) y cofactores de proteinas. Cuando se requiere, un precursor de cimoégeno inactivo se
convierte en la forma activa, que, por lo tanto, convierte la siguiente enzima en la cascada.

La via intrinseca requiere los factores de coagulacion VI, IX, X, XI, y XIl. El inicio de la via intrinseca se produce
cuando la precalicreina, quininégeno de alto peso molecular, el factor XI (FXI) y el factor XII (FXII) estan expuestos a
una superficie cargada negativamente. También se requiere iones de calcio y fosfolipidos secretados por las
plaquetas.

La via extrinseca se inicia cuando la luz vascular de los vasos sanguineos esta dafiada. El factor tisular de la
glicoproteina de membrana se expone y a continuacién se une al factor VII en circulacion (FVIl) ya pequefas
cantidades preexistentes de su forma FVlla activada. Esta unidn facilita la conversién completa de FVIl en FVlla y,
posteriormente, en presencia de calcio y fosfolipidos, la conversion del factor IX (FIX) en el factor IXa (FIXa) y del
factor X (FX) en el factor Xa (FXa). La asociacion de FVlla con el factor tisular aumenta la actividad proteolitica
acercando mas los sitios de unién de FVII para el sustrato (FIX y FX) y mediante la induccion de un cambio
conformacional, que mejora la actividad enzimatica de FVIla.

La activacion de FX es el punto comun de las dos vias. Junto con fosfolipidos y calcio, los factores Va (FVa) y Xa
convierten la protrombina en trombina (complejo de protrombinasa), que después escinde el fibrinégeno para formar
monomeros de fibrina. Los mondmeros se polimerizan para formar hebras de fibrina. El factor Xllla (FXIlla) une de
manera covalente a estas hebras entre si para formar una malla rigida.

La conversion de FVII en FVlla también es catalizada por una serie de proteasas, incluyendo trombina, FIXa, FXa,
factor Xla (FXIa), y factor Xlla (FXlla). Para la inhibicion de la fase temprana de la cascada, el inhibidor de la via del
factor apunta al complejo del FVlla/factor tisular/producto de Fxa.

A. Polipéptidos

En un aspecto, el material de partida de la presente invencion es una proteina de coagulacion sanguinea, que puede
derivar de plasma humano, o producirse mediante técnicas de ingenieria recombinante, como se describe en la
patente de Estados Unidos n.° 4,757,006; la patente de Estados Unidos n.° 5,733,873; la patente de Estados Unidos
n.° 5,198,349; la patente de Estados Unidos n.° 5,250,421; la patente de Estados Unidos n.° 5,919,766; y el
documento EP 306 968. Como se describe en el presente documento, la expresion proteina de coagulacion
sanguinea se refiere a cualquier molécula proteica de la coagulacion sanguinea que muestra actividad biolégica que
esta asociada con la proteina de coagulacién sanguinea nativa. En una realizacién de la invencién, la molécula
proteica de la coagulacion sanguinea es una proteina de coagulacion sanguinea de longitud completa.

Las moléculas proteicas de coagulacion sanguinea contempladas incluyen proteinas de longitud completa,
precursores de proteinas de longitud completa, subunidades o fragmentos biolégicamente activos de proteinas de
longitud completa, asi como derivados y variantes bioldgicamente activos de cualquiera de estas formas de
proteinas de la coagulacion sanguinea. Por lo tanto, la proteina de coagulacion sanguinea incluye las que (1) tienen
una secuencia de aminoacidos que tiene mas de aproximadamente 60 %, aproximadamente 65 %,
aproximadamente 70 %, aproximadamente 75 %, aproximadamente 80 %, aproximadamente 85 %,
aproximadamente 90 %, aproximadamente 91 %, aproximadamente 92 %, aproximadamente 93 %,
aproximadamente 94 %, aproximadamente 95 %, aproximadamente 96 %, aproximadamente 97 %,
aproximadamente 98 % o aproximadamente 99 % o mas de identidad de secuencia de aminoacidos, sobre una
region de al menos aproximadamente 25, aproximadamente 50, aproximadamente 100, aproximadamente 200,
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aproximadamente 300, aproximadamente 400, o mas aminoacidos, con un polipéptido codificado por un acido
nucleico de referencia o una secuencia de aminoacidos descrita en el presente documento; y/o (2) se unen
especificamente a anticuerpos, por ejemplo, anticuerpos policlonales o monoclonales, generados contra un
inmunogeno que comprende una secuencia de aminoacidos de referencia como se describe en el presente
documento, un fragmento inmunogénico de la misma, y/o una variante modificada conservadoramente de la misma.

Segun la presente invencion, la expresion "proteina de coagulacion sanguinea recombinante" incluye cualquier
proteina de coagulacion sanguinea obtenida mediante tecnologia del ADN recombinante. En ciertas realizaciones, el
término abarca las proteinas como se describe en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, "proteina de coagulacion sanguinea endégena” incluye una proteina de
coagulacion sanguinea que se origina del mamifero destinado a recibir tratamiento. El término también incluye la
proteina de coagulacién sanguinea transcrita a partir de un transgén o cualquier otro ADN extrafio presente en dicho
mamifero. Como se usa en el presente documento, "proteina de coagulacién sanguinea exégena" incluye una
proteina de coagulaciéon sanguinea que no se origina del mamifero destinado a recibir tratamiento.

Tal como se usa en el presente documento, "proteina de coagulacion sanguinea derivada de plasma" o "plasmatica”
incluye todas las formas de la proteina que se encuentran en la sangre obtenida de un mamifero que tiene la
propiedad de participar en la via de coagulacion.

Tal como se usa en el presente documento "derivado biolégicamente activo" o "variante bioldgicamente activa"
incluye cualquier derivado o variante de una molécula que tiene sustancialmente las mismas propiedades
funcionales y/o biolégicas de dicha molécula, tales como propiedades de unién, y/o la misma base estructural, tales
como una estructura principal peptidica o una unidad polimérica base.

Un "analogo", "variante" o "derivado" es un compuesto sustancialmente similar en estructura y que tiene la misma
actividad bioldégica, aunque en ciertos casos en un distinto grado, a una molécula de origen natural. Por ejemplo, una
variante polipeptidica se refiere a un polipéptido que comparte estructura sustancialmente similar y que tiene la
misma actividad biolégica que un polipéptido de referencia. Las variantes o analogos difieren en la composicion de
sus secuencias de aminoacidos en comparacion con el polipéptido de origen natural del que deriva el analogo, en
base a una o mas mutaciones que implican (i) delecion de uno o mas residuos aminoacidos en uno o mas extremos
del polipéptido y /o una o mas regiones internas de la secuencia polipeptidica de origen natural (por ejemplo,
fragmentos), (ii) insercion o adicion de uno o mas aminoacidos en uno o mas extremos (tipicamente una "adiciéon" o
"fusion") del polipéptido y/o una o mas regiones internas (generalmente una "insercion") de la secuencia
polipeptidica de origen natural o (iii) sustitucion de uno o mas aminoacidos por otros aminoacidos en la secuencia
polipeptidica de origen natural. A modo de ejemplo, un "derivado” se refiere a un polipéptido que comparte la misma
estructura, o una sustancialmente similar, con un polipéptido de referencia que ha sido modificado, por ejemplo,
quimicamente.

Los polipéptidos variantes o analogos incluyen variantes de insercion, en las que uno o mas restos de aminoacidos
se afiaden a una secuencia de aminoacidos de la proteina de coagulacion sanguinea de la invencion. Las
inserciones se pueden localizar en uno cualquiera o en ambos extremos de la proteina y/o pueden encontrarse
dentro de las regiones internas de la secuencia de aminoacidos de la proteina de coagulacion sanguinea. Las
variantes de insercion con restos adicionales en uno o ambos extremos incluyen, por ejemplo, proteinas de fusién y
proteinas que incluyen marcadores de aminoacidos u otras etiquetas de aminoacidos. En un aspecto, la molécula de
proteina de coagulacion sanguinea contiene opcionalmente una Met en N-terminal, especialmente cuando la
molécula se expresa recombinantemente en una célula bacteriana tal como E. coli.

En las variantes de delecién, se eliminan uno o mas restos de aminoacidos en un polipéptido de la proteina de
coagulacion sanguinea tal como se describe en el presente documento. Las deleciones se pueden efectuar en uno o
ambos extremos del polipéptido de la proteina de coagulacién sanguinea, y/o con la eliminaciéon de uno o mas
residuos dentro de la secuencia de aminoacidos de la proteina de coagulacion sanguinea. Por tanto, las variantes de
delecion incluyen fragmentos de una secuencia polipeptidica de la proteina de coagulacion sanguinea.

En las variantes de sustitucion, se eliminan uno o mas restos de aminoacidos de un polipéptido de la proteina de
coagulacion sanguinea y se reemplazan con restos alternativos. En un aspecto, las sustituciones son de naturaleza
conservadora y las sustituciones conservadoras de este tipo se conocen bien en la técnica. De manera alternativa, la
presente invencion abarca sustituciones que también son no conservadoras. Las sustituciones conservadoras de
ejemplo se describen en Lehninger, [Biochemistry, 22 Edicion; Worth Publishers, Inc., New York (1975), pag.71-77] y
se exponen inmediatamente a continuacion.

SUSTITUCIONES CONSERVADORAS

CADENA LATERAL CARACTERISTICA AMINOACIDO
Apolar (hidréfoba):

A. Alifatica ALIVP

B. Aromatica FW

C. Que contiene azufre M
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(continuacion)

CADENA LATERAL CARACTERISTICA AMINOACIDO
D. Al limite G
Polar sin carga:
A. Hidroxilo STY
B. Amidas NQ
C. Sulfhidrilo C
D. Al limite G
Cargada positivamente (basica) KRH
Cargada negativamente (acida) DE

De manera alternativa, las sustituciones conservadoras de ejemplo exponen inmediatamente a continuacion.

SUSTITUCIONES CONSERVADORAS |l

RESTO ORIGINAL SUSTITUCION DE EJEMPLO

Ala (A) Val, Leu, lle
Arg (R) Lys, GIn, Asn
Asn (N) GIn, His, Lys, Arg
Asp (D) Glu
Cys (C) Ser
Glu £) Aop
u sp

His (H) Asn, GIn, Lys, Arg

lle (1) Leu, Val, Met, Ala, Phe,
Leu (L) lle, Val, Met, Ala, Phe
Lys (K) Arg, GIn, Asn
Met (M) Leu, Phe, lle
Phe (F) Leu, Val, lle, Ala
Pro (P) Gly
Ser (S) Thr
_;_I'hr((\;l’v)) ?er

rp yr
Tyr (Y) Trp, Phe, Thr, Ser
Val (V) lle, Leu, Met, Phe, Ala

B. Polinucledtidos

Los acidos nucleicos que codifican una proteina de coagulacién sanguinea de la invencion incluyen, por ejemplo y
sin limitacion, genes, pre-ARNm, ARNm, ADNc, variantes polimodrficas, alelos, mutantes sintéticos y de origen
natural.

Los polinucledtidos que codifican una proteina de coagulacién sanguinea de la invencién también incluyen, sin
limitacién, los que (1) hibridan especificamente en condiciones de hibridacion rigurosas a un acido nucleico que
codifica una secuencia de aminoacidos de referencia como se describe en el presente documento, y variantes
modificadas deforma conservadora de los mismos; (2) tienen una secuencia de acido nucleico que tiene mas de
aproximadamente 95 %, aproximadamente 96 %, aproximadamente 97 %, aproximadamente 98 %,
aproximadamente 99 %, o mas de identidad de secuencia de nucleétidos, sobre una region de al menos
aproximadamente 25, aproximadamente 50, aproximadamente 100, aproximadamente 150, aproximadamente 200,
aproximadamente 250, aproximadamente 500, aproximadamente 1000, o mas nucledtidos (hasta la secuencia de
longitud completa de 1218 nucledtidos de la proteina madura), a una secuencia de acido nucleico de referencia
como se describe en el presente documento. Ejemplos de condiciones de “hibridacion rigurosas” incluyen hibridacion
a 42 °C en 50 % de formamida, 5X SSC, NaPO4 20 mM, a pH 6,8; y lavado en 1X SSC a 55 °C durante 30 minutos.
Se entiende que se pueden realizar variaciones en estas condiciones a modo de ejemplo sobre la base de la
longitud y el contenido de nucleétidos GC de las secuencias que van a hibridar. Las formulas estandar en la técnica
son adecuadas para determinar las condiciones de hibridacién apropiadas. Véase Sambrook y col., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual (22 ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989) §§ 9,47-9,51.

Una secuencia de polipéptido o polinucleétido "de origen natural” es tipicamente de un mamifero, que incluye, sin
limitaciones, un primate, por ejemplo, un ser humano; un roedor, por ejemplo, una rata, un ratén, un hamster; una
vaca, un cerdo, un caballo, una oveja o cualquier mamifero. Los acidos nucleicos y las proteinas de la invencion
pueden ser moléculas recombinantes (por ejemplo, heterélogas y que codifican la secuencia de tipo silvestre o una
variante de la misma, o de origen no natural).

En ciertas realizaciones de la invencion, los polipéptidos y polinucleétidos mencionados anteriormente se ilustran
mediante las siguientes proteinas de la coagulaciéon sanguinea.
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Factor Vlla

El FVII (también conocido como factor estable o proconvertina) es una glicoproteina de serina proteasa dependiente
de vitamina K con un papel fundamental en la hemostasia y la coagulacion (Eigenbrot, Curr Protein Pept Sci.
2002;3:287-99).

FVII se sintetiza en el higado y se secreta como una glicoproteina de cadena unica de 48 kD. El FVII comparte con
todas las glicoproteinas serina proteasa dependientes de vitamina K una estructura de dominio de proteina similar
que consiste en un dominio de acido gamma-carboxiglutamico (Gla) en el extremo amino con 9-12 restos
responsables de la interaccion de la proteina con las membranas lipidicas, un dominio de serina proteasa en el
extremo carboxi (dominio catalitico), y dos dominios de tipo factor de crecimiento epidérmicos que contienen un sitio
de unién al ion calcio sitio que media en la interaccion con el factor tisular. La gamma-glutamil carboxilasa cataliza la
carboxilacion de restos de Gla en la porcién amino-terminal de la molécula. La carboxilasa es dependiente de una
forma reducida de la vitamina K para su accién, que se oxida en la forma epoéxido. Se requiere vitamina K epdxido
reductasa para convertir la forma epoéxido de la vitamina K de nuevo en la forma reducida.

La mayor proporcion de FVII circula en el plasma en forma de cimdgeno y la activacion de esta forma da lugar a la
escision del enlace peptidico entre la arginina 152 y la isoleucina 153. El FVlla activado resultante consiste en una
cadena ligera derivada de NH, (20 kDa) y una cadena pesada derivada del COOH (30 kDa) unido a través de un
Unico enlace disulfuro (Cys 135 a Cys 262). La cadena ligera contiene el dominio Gla de union a la membrana,
mientras que la cadena pesada contiene el dominio catalitico.

La concentracion plasmatica de FVII determinada por factores genéticos y ambientales es de aproximadamente 0,5
mg/ml (Pinotti y col., Blood. 2000; 95:3423-8). Diferentes genotipos de FVII pueden dar lugar a diferencias de varias
veces en los niveles medios de FVII. Los niveles plasmaticos de FVII se elevan durante el embarazo en mujeres
sanas y también aumentan con la edad y son mayores en las mujeres y en personas con hipertrigliceridemia. El FVII
tiene la semivida mas corta de todos los factores procoagulantes (3-6 h). La concentracion plasmatica media de
FVlla es 3,6 ng/ml en individuos sanos y de la semivida en circulacion de FVlla es relativamente larga (2,5 h) en
comparacion con otros factores de coagulacion.

La deficiencia hereditaria de FVII es un rato trastorno de la coagulaciéon autosémico recesivo con una prevalencia
estimada de 1 caso por cada 500.000 personas en la poblacion general (Acharya y col., J Thromb Haemost.
2004;2248-56). La deficiencia adquirida de FVII de inhibidores es también muy rara. También se han comunicado
caso con la deficiencia en asociacion con medicamentos tales como penicilinas, cefalosporinas, y anticoagulantes
orales. Ademas, se ha informado que la deficiencia de FVII adquirida se produce espontaneamente o con otras
afecciones, tales como mieloma, sepsis, anemia aplasica, con terapia con interleucina-2 y globulina antitimocitica.

Las secuencias de polinucleétidos de polipéptidos de referencia incluyen, por ejemplo, GenBank numeros de
acceso. J02933 para la secuencia gendmica, M13232 para el ADNc (Hagen y col., PNAS 1986; 83: 2412-6), y
P08709 for para la secuencia polipeptidica. Se han descrito diversos polimorfismos del FVII, por ejemplo véase,
Sabater—Lleal y col., (Hum Genet. 2006; 118:741-51).

Factor IX

El FIX es una proteina plasmatica dependiente de vitamina K que participa en la via intrinseca de la coagulacion
sanguinea mediante la conversion de FX en su forma activa en presencia de iones de calcio, fosfolipidos y FVllla. La
capacidad catalitica predominante de FIX es como una serina proteasa con especificidad por un enlace particular de
arginina-isoleucina en FX. La activacion del FIX se produce mediante el FXla que causa la escision del péptido de
activacion de FIX para producir una molécula de FIX activado que comprende dos cadenas mantenidas unidas por
uno o mas enlaces disulfuro. Los defectos en FIX son la causa de la hemofilia B recesiva ligada al cromosoma X.

La hemofilia A y B son enfermedades hereditarias que se caracterizan por deficiencias en los polipéptidos de FVIIl y
FIX, respectivamente. La causa subyacente de las deficiencias es, frecuentemente, el resultado de mutaciones en
los genes de FVIIl y FIX, ambos de los cuales estan localizados en el cromosoma X. La terapia tradicional para las
hemofilias a menudo implica la administracion intravenosa de proteinas de la coagulacion plasmaticas o
semipurificada agrupados de individuos normales. Estas preparaciones pueden contaminarse con agentes o virus
patégenos, tales como priones infecciosos, VIH, parvovirus, hepatitis A y la hepatitis C. Por lo tanto, existe una
necesidad urgente de agentes terapéuticos que no requieran el uso de suero humano.

El nivel de la disminucion de la actividad FIX es directamente proporcional a la gravedad de la hemofilia B. El
tratamiento actual de la hemofilia B consiste en la sustitucion de la proteina deficiente por FIX derivado de plasma o
recombinante (el llamado tratamiento o terapia sustitucion o reemplazo de FIX).

Las secuencias de polinucledtidos y polipéptidos de FIX se pueden encontrar, por ejemplo, en UniProt/Swiss-Prot N°
de Acceso P00740, patente de Estados Unidos n.° 6.531.298 y en la Figura 1.

Factor VIl
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El factor de coagulacion VIl (FVIII) circula en el plasma a una concentraciéon muy baja y se une de forma no
covalente con el factor de Von Willebrand (VWF). Durante la hemostasia, el FVIII se separa del VWF y actia como
cofactor para la activacion de FX mediada por el factor IX activado (FIXa) mediante la mejora de la velocidad de
activacion en presencia de calcio y fosfolipidos o de las membranas celulares.

El FVIII se sintetiza como un precursor de una sola cadena de aproximadamente 270 a 330 kD con la estructura del
dominio A1-A2-B-A3-C1-C2. Cuando purificada a partir de plasma (por ejemplo, "derivado de plasma" o
"plasmatico"), el FVIII esta compuesto por una cadena pesada (A1-A2-B) y una cadena ligera (A3-C1-C2). La masa
molecular de la cadena ligera es de 80 kD, mientras que, debido a la protedlisis dentro del dominio B, la cadena
pesada esta en el intervalo de 90 a 220 kD.

El FVIII también se sintetiza como una proteina recombinante para su uso terapéutico en trastornos hemorragicos.
Se han concebido diversos ensayos in vifro para determinar la eficacia potencial del FVIII recombinante (rFVIII)
como medicamento terapéutico. Estos ensayos imitan los efectos in vivo del FVIII endégeno. En el tratamiento con
trombina in vitro del FVIII da lugar a un rapido aumento y la posterior disminucién de su actividad procoagulante,
medido mediante ensayos in vitro. Esta activacion e inactivacion coincide con la protedlisis limitada especifica tanto
en la cadena pesada como en la ligera, que alteran la disponibilidad de diferentes epitopos de unién en el FVIII, por
ejemplo, permitiendo que el FVIII se disocie del VWF y se una a una superficie de fosfolipido o altere la capacidad
de unioén a ciertos anticuerpos monoclonales.

La falta o la disfuncion de FVIII se asocian con el trastorno hemorragico mas frecuente, la hemofilia A. El tratamiento
de eleccidn para el tratamiento de la hemofilia A es la terapia de reemplazo con concentrados de rFVIII o derivados
de plasma. Los pacientes con hemofilia A grave con niveles de FVIII por debajo de 1 %, estan, por lo general, en
terapia profilactica con el objetivo de mantener los niveles de FVIII por encima de 1 % entre las dosis. Teniendo en
cuenta las semividas promedio de los diversos productos del FVIII en la circulacién, este resultado por lo general
puede lograrse administrando FVIII de dos a tres veces a la semana.

Las secuencias de polinucledtidos y de polipéptidos de referencia incluyen, por ejemplo, UniProtKB/Swiss—Prot
P00451 (FA8_HUMAN); Gitschier J y col., Characterization of the human Factor VIII gene, Nature, 312(5992): 326—
30 (1984>S Vehar GH y col., Structure of human Factor VIII, Nature, 312(5992):337—42 (1984); Thompson AR.
Structure and Function of the Factor VIII gene and protein, Semin Thromb Hemost, 2003:29;11-29 (2002).

Factor de Von Willebrand

El factor de von Willebrand (VWF) es una glicoproteina que circula en el plasma como una serie de multimeros que
varian en tamafo desde aproximadamente 500 a 20.000 kD. Las formas multiméricas del VWF estan compuestas
por subunidades polipeptidicas de 250 kD unidas entre si por enlaces disulfuro. EI VWF participa en la adhesién
inicial de las plaquetas al subendotelio de la pared del vaso dafiado. Solo los multimeros mas grandes presentan
actividad hemostatica. Se supone que las células endoteliales secretan formas poliméricas grandes del VWF y las
formas de VWF que tienen un peso molecular bajo (VWF de bajo peso molecular) surgen de la escision proteolitica.
Los multimeros que tienen masas moleculares grandes se almacenan en los cuerpos de Weibel-Pallade de las
células endoteliales y se liberan tras estimulacion.

El VWF es sintetizado por las células endoteliales y los megacariocitos como prepro-VWF que consiste en gran
medida de dominios repetidos. Tras la escision del péptido senal, el pro-VWF se dimeriza a través de enlaces
disulfuro en su regiéon C-terminal. Los dimeros sirven como protémeros para la multimerizacion, que esta dirigida por
enlaces disulfuro entre los extremos extremo terminales libres. El ensamblaje de los multimeros es seguido por la
eliminacion proteolitica de la secuencia del propéptido (Leyte y col., Biochem. J. 274 (1991), 257-261).

El producto de traduccion principal predicho a partir del ADNc clonado del VWF es un polipéptido precursor de 2813
restos (prepro-VWF). El prepro-VWF consta de un péptido sefial de 22 aminoacidos y un propéptido de 741
aminoacidos, comprendiendo el VWF maduro 2050 aminoacidos (Ruggeri Z.A., y Ware, J., FASEB J., 308-316
(1993).

Los defectos en VWF son causales a la enfermedad de Von Willebrand (VWD), que se caracteriza por un fenotipo
hemorragico mas o menos pronunciado. La VWD de tipo 3 es la forma mas grave en la que el VWF falta por
completo, y la VWD de tipo 1 se refiere a una pérdida cuantitativa de VWF y su fenotipo puede ser muy leve. La
VWD de tipo 2 se refiere a defectos cualitativos del FVW y puede ser tan grave como la VWD de tipo 3. La VWD de
tipo 2 tiene muchas subformas, estando algunas asociadas con la pérdida o la disminucidon de multimeros de alto
peso molecular. La enfermedad de Von Willebrand de tipo 2a (VWD-2A) se caracteriza por una pérdida de los dos
multimeros intermedios y grandes. La VWD-2B se caracteriza por una pérdida de multimeros de peso molecular mas
alto. Otras enfermedades y trastornos relacionados con el VWF son conocidas en la técnica.

Las secuencias de polinucledtidos y de aminoacidos de prepro-VWF estan disponibles en GenBank n.° de acceso
NM_000552 y NP_000543, respectivamente.

Otras proteinas de la coagulacidon sanguinea se describen en la técnica, por ejemplo Mann KG, Thromb Haemost,
1999;82:165-74.
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C. Produccion de proteinas de la coagulacion sanguinea

La produccién de una proteina de coagulacion sanguinea incluye cualquier procedimiento conocido en la técnica
para (i) la produccién de ADN recombinante mediante ingenieria genética, (ii) la introduccion de ADN recombinante
en células procariotas o eucariotas mediante, por ejemplo y sin limitacion, transfeccion, electroporacion o
microinyeccion, (iii) el cultivo de dichas células transformadas, (iv) la expresion de la proteina de la coagulacion
sanguinea, por ejemplo, constitutivamente o después de la induccion, y (v) el aislamiento de dicha proteina de
coagulacion sanguinea, por ejemplo, del medio de cultivo o mediante la recoleccion de las células transformadas, a
fin de obtener la proteina de coagulacion sanguinea purificada.

En otros aspectos, la proteina de coagulacion sanguinea se produce mediante la expresion en un sistema de
huésped procariético o eucariético adecuado caracterizado por la produccidon de una molécula de proteina de
coagulacion sanguinea farmacoldgicamente aceptable. Los ejemplos de células eucariotas son células de
mamiferos, tales como CHO, COS, HEK 293, BHK, SK-Hep y HepG2.

Se usa una amplia diversidad de vectores para la preparacion de la proteina de coagulaciéon sanguinea y se
seleccionan de vectores de expresion eucariotas y procariotas. Los ejemplos de vectores para la expresion
procariota incluyen plasmidos tales como, y sin limitacion, pRSET, pET, y pBAD, en el que los promotores utilizados
en vectores de expresion procariotas incluyen uno o mas de, y sin limitacion, lac, trc, trp, recA, o araBAD. Ejemplos
de vectores para la expresion eucariota incluyen: (i) para expresion en levaduras, vectores tales como, y sin
limitaciones, pAO, pPIC, pYES o pMET, utilizando promotores tales como, y sin limitaciones, AOX1, GAP, GAL1 o
AUGH1; (ii) para expresion en células de insecto, vectores tales como, y sin limitaciones, pMT, pAc5, pIB, pMIB o
pBAC, utilizando promotores tales como, y sin limitaciones, PH, p10, MT, Ac5, OplE2, gp64 o polh, y (iii) para
expresion en células de mamifero, vectores tales como, y sin limitaciones, pSVL, pCMV, pRc/RSV, pcDNA3 o pBPV,
y vectores derivados de, en un aspecto, sistemas virales tales como, y sin limitaciones, el virus de vacuna, virus
adenoasociados, virus del herpes o retrovirus, etc., utilizando promotores tales como, y sin limitaciones, CMV, SV40,
EF-1, UbC, RSV, ADV, BPV y B-actina.

D. Administraciéon

En una realizaciéon, una proteina de coagulacion sanguinea conjugada de la presente invencion se puede
administrar mediante inyeccion, tal como inyeccion intravenosa, intramuscular o intraperitoneal.

Para administrar las composiciones que comprenden una proteina de coagulaciéon sanguinea conjugada de la
presente invencion a animales o seres humanos de ensayo, en un aspecto, las composiciones comprenden uno o
mas vehiculos farmacéuticamente aceptables. Las expresiones "farmacéuticamente” o "farmacolégicamente
aceptable" se refieren a entidades moleculares y a composiciones que son estables, inhiben la degradacion de
proteinas, tal como productos de agregacion y escision, y ademas no producen reacciones alérgicas, u oftras
reacciones adversas, cuando se administran usando vias bien conocidas en la técnica, como se describe a
continuacion. “Vehiculos farmacéuticamente aceptables" incluye cualquier y todos los disolventes, medios de
dispersion, recubrimientos, agentes antibacterlanos y antifungicos, agentes retardadores de la absorcion e isoténicos
y similares, clinicamente Utiles, incluyendo los agentes desvelados anteriormente.

Como se usa en el presente documento, "cantidad eficaz" incluye una dosis adecuada para tratar a un mamifero que
tiene un trastorno hemorragico como se describe en el presente documento.

Las composiciones pueden administrarse por via oral, topica, transdérmica, parenteral, por pulverizador mediante
Inhalacion, por via vaginal, rectal, o por inyeccion intracraneal. El término parenteral como se usa en el presente
documento incluye inyecciones subcutaneas, intravenosas, intramusculares, inyeccién intracisternal o técnicas de
Infusion. También se contempla la administracion por inyeccidon intravenosa, intradérmica, intramuscular,
intramamaria, Intraperitoneal, intratecal, retrobulbar, intrapulmonar y o implante quirdrgico en un sitio particular.
Generalmente, las composiciones carecen esencialmente de pirégenos, asi como de otras impurezas que pueden
ser perjudiciales para el receptor.

Se pueden llevar a cabo administraciones sencillas o miltiples de las composiciones, de las que los niveles y el
patron de dosis son seleccionados por el médico encargado del tratamiento. Para la prevencion o tratamiento de la
enfermedad, la dosificacion adecuada del anticuerpo dependera del tipo de enfermedad que se va a tratar, como se
ha descrito anteriormente, la gravedad y evolucién de la enfermedad, si el farmaco se administra con fines
preventivos o terapéuticos, terapias previas, el historial clinico del paciente y la respuesta al farmaco, y el juicio del
médico encargado.

La presente invencién también se refiere a una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de
una proteina de coagulacion sanguinea como se define en el presente documento. La composicién farmacéutica
puede comprender adicionalmente un vehiculo, diluyente, sal tampon o excipiente farmacéuticamente aceptable. La
composicion farmacéutica puede usarse para tratar los trastornos hemorragicos definidos anteriormente. La
composicién farmacéutica de la presente invencién puede ser una solucién o un producto liofilizado. Las soluciones
de la composiciéon farmacéutica pueden someterse a cualquier proceso de liofilizacién adecuado.
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Como un aspecto adicional, la invencion incluye kits que comprenden una composicion de la invenciéon envasada de
manera que facilite su uso para la administracion a los sujetos. En una realizacion, dicho kit incluye un compuesto o
una composicion descritos en el presente documento (por ejemplo, una composicién que comprende una proteina
de coagulacion sanguinea conjugada), envasada en un envase, tal como un frasco o un vaso sellado, con una
etiqueta fijada al envase o incluida en el envasado que describa el uso del compuesto o de la composicion al llevar a
cabo el procedimiento. En una realizacién, el kit contiene un primer envase que tiene una composicién que
comprende una proteina de coagulacion sanguinea conjugada y un segundo envase que tiene una soluciéon de
reconstitucion fisioldgicamente aceptable para la composicion del primer envase. En un aspecto, el compuesto o la
composicion se envasan en una forma de dosificacion unitaria. El kit puede incluir adicionalmente un dispositivo
adecuado para administrar la composiciéon de acuerdo con una via de administraciéon especifica. Preferentemente, el
kit contiene una etiqueta que describe el uso de la composicién proteica o peptidica terapéutica.

POLIMEROS SOLUBLES EN AGUA

En un aspecto, una molécula derivada de proteina de coagulaciéon sanguinea (es decir, una proteina de coagulacion
sanguinea conjugada) proporcionada esta unida a un acido polisialico (PSA). En una realizacion de la invencion, el
polimero soluble en agua consiste en molécula de acido sialico que tiene un intervalo de peso molecular de 350 a
120.000, de 500 a 100.000, de 1000 a 80.000, de 1.500 a 60.000, de 2.000 a 45.000 Da, de 3.000 a 35.000 Da, y de
5.000 a 25.000 Da. El acoplamiento del polimero soluble en agua se puede llevar a cabo mediante acoplamiento
directo a la proteina o a través de moléculas enlazadoras. Un ejemplo de un enlazador quimico es MBPH (4 [4-N-
maleimidofenil] acido butirico hidrazida) que contiene una hidrazida selectiva de hidratos de carbono y un grupo
maleimida reactivo con sulfhidrilo (Chamow y col., J Biol Chem 1992;267:15916—22). Otros enlazadores de ejemplo
y preferidos se describen a continuacion.

En una realizacion, el derivado retiene la actividad funcional completa de los productos de proteina de coagulacion
sanguinea terapéuticos nativos y proporciona una semivida prolongada in vivo, en comparacioén con los productos de
proteina de coagulacion sanguinea terapéuticos nativos. En otra realizacion, el derivado retiene al menos 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44. 45, 46, 47, 48, 49, 50, 51, 52, 53, 54,
55, 56,57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85,
86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99, 100, 110, 120, 130, 140, o 150 por ciento (%) de actividad
bioldgica relativa a la proteina de coagulacion sanguinea nativa. En un aspecto relacionado, las actividades
bioldgicas de del derivado y la proteina de coagulacién sanguinea nativa se determinan mediante las relaciones de
la actividad cromogénica con respecto al valor del antigeno del factor de coagulacion sanguinea (factor de
coagulacion sanguinea: Chr: factor de coagulacion sanguinea:Ag). En oftra realizacion mas de la invencion, la
semivida de la construccion disminuye o aumenta 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0, 1,1,1,2,1,3,1,4,1,5,2,3,4,5,6,7, 8,
9, 0 10 veces en relacién con la semivida in vivo de la proteina de coagulacion sanguinea nativa.

A. Acido sialico y PSA

Como se usa en el presente documento, "restos de acido sialico" incluye monémeros o polimeros de acido sialico
("polisacaridos") que son solubles en una solucidon o suspension acuosa y que tienen poco o ningun impacto
negativo, tales como efectos secundarios, para los mamiferos tras la administracion del conjugado de la proteina de
coagulacion sanguinea-PSA en una cantidad farmacéuticamente eficaz. Los polimeros se caracterizan, en un
aspecto, por tener de 1, 2, 3, 4, 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 300, 400, o 500 unidades de acido
sialico. Ciertos aspectos, diferentes unidades de acido sialico se combinan en una cadena.

En una realizacién de la invencion, la porcion de acido sialico del compuesto polisacarido es muy hidréfila, y en otra
realizacion, el compuesto entero es altamente hidrofilo. La hidrofilia la confieren principalmente los grupos carboxilo
que cuelgan de las unidades de acido sialico, asi como los grupos hidroxilo. La unidad de sacarido puede contener
otros grupos funcionales, tales como grupos amina, hidroxilo o sulfato, o combinaciones de los mismos. Estos
grupos pueden estar presentes en compuestos sacaridos de origen natural o introducirse en compuestos
polisacaridos derivados.

El PSA de polimero de origen natural esta disponible como una preparacion polidispersa que muestra una amplia
distribucion de tamario (por ejemplo, Sigma C-5762) y alta polidispersidad (PD). Debido a que los polisacaridos se
producen por lo general en las bacterias portadoras del riesgo inherente de copurificar endotoxinas, la purificacion
de las cadenas de polimero de acido sidlico largas puede aumentar la probabilidad de aumentar el contenido de
endotoxina. Las moléculas de PSA cortas con 1-4 unidades de acido sidlico también se pueden preparar
sintéticamente (Kang SH y col., Chem Commun. 2000;227-8; Ress DK y Linhardt RJ, Current Organic Synthesis.
2004;1:31-46), minimizando asi el riesgo de altos niveles de endotoxina. Sin embargo, ahora se pueden fabricar
preparaciones de PSA con una distribuciéon de tamafo estrecha y baja polidispersidad, que también estan exentas
de endotoxinas. Los compuestos polisacaridos de uso particular para la invencién son, en un aspecto, los
producidos por bacterias. Algunos de estos polisacaridos de origen natural se conocen como glicolipidos. En una
realizacion, los compuestos polisacaridos carecen sustancialmente de unidades de galactosa terminales.

B. Polietilenglicol (PEG) y pegilacion
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En el presente documento también se divulgan el factor de coagulacién sanguinea, por ejemplo, FVIII, FVlla, FIX, u
otras moléculas de factores de coagulacién sanguinea que se conjugan con un polimero soluble en agua por
cualquiera de una diversidad de procedimientos quimicos (Roberts JM y col.,, Advan Drug Delivery Rev
2002;54:459-76). Por ejemplo, la modificacion de FVIII, FVlla, o FIX mediante la conjugacion de PEG a los grupos
amino libres de la proteina usando ésteres de N-hidroxisuccinimida (NHS) también se da a conocer En el presente
documento también se divulga el acoplamiento de PEG a grupos SH libres usando quimica de maleimida o el
acoplamiento de PEG hidrazida o PEG aminas a restos de hidratos de carbono de los factores FVIII, FVlla o FIX
después de la oxidacion previa.

De acuerdo con la divulgacion, la conjugacion se puede realizar mediante acoplamiento directo (o acoplamiento a
través de sistemas enlazadores) del polimero soluble en agua con el factor de coagulaciéon sanguinea, por ejemplo,
FVIII, FVlla, o FIX, bajo la formaciéon de enlaces estables. Ademas, se pueden usar sistemas de enlazadores
degradables, liberables o hidrolizables (Tsubery y col., J Biol Chem 2004;279:38118-24/Greenwald y col., J Med
Chem 1999;42:3657—67/Zhao y col., Bioconj Chem 2006;17:341-51/documento WO02006/138572A2/documento
US7259224B2/documento US7060259B2).

De acuerdo con la divulgacion, un factor de coagulacién sanguinea, por ejemplo, FVIII, FVlla, o FIX, se modifica
mediante restos de lisina mediante el uso de derivados de polietilenglicol que contienen un éster activo de N-
hidroxisuccinimida (NHS), tal como succinato de succinimidilo, glutarato de succinimidilo o propionato de
succinimidilo. Estos derivados reaccionan con los restos de lisina de FVIII, FVIla, en condiciones suaves mediante la
formacioén de un enlace amida estable. La longitud de cadena del derivado de PEG es de 5.000 Da. Otros derivados
de PEG con longitudes de cadena de 500 a 2.000 Da, de 2.000 a 5.000 Da, mayor que 5.000 hasta10.000 Da o
mayor que10.000 hasta 20.000 Da, se pueden utilizar, incluyendo estructuras lineales y ramificadas.

Los procedimientos alternativos para la PEGilacion de grupos amino son, sin limitacion, la conjugacion quimica con
carbonatos de PEG mediante la formacion de enlaces de uretano, o la reaccién con aldehidos o cetonas por
aminacion reductora formando enlaces amida secundaria.

Segun la divulgacion de un factor de coagulacion sanguinea, por ejemplo, FVIII, FVlla, FIX, u otro factor de
coagulacion sanguinea, la molécula se modifica quimicamente utilizando derivados de PEG que estan disponibles
comercialmente. Estos derivados de PEG en aspectos alternativos tienen estructuras lineales o ramificadas.
Ejemplos de derivados de PEG que contienen grupos NHS se enumeran a continuacion.

Los siguientes derivados de PEG son ejemplos no limitantes de los disponibles comercialmente en Nektar
Therapeutics (Huntsville, Ala.; véase www.nektar.com/PEG catalogo de reactivos; Nektar Advanced PEGylation, lista
de precios 2005-2006):

mPEG-propionato de succinimidilo (MPEG-SPA)

O
O

PEG-CHyCHy == C = O—N

O
mPEG-a-metilbutanoato de succinimidilo (mMPEG-SMB

o)
I
mPEG-CH,CH,CH—C—0—N
|
CH,
0

mPEG-CM-HBA-NHS (CM=carboximetilo; HBA=acido hidroxibutirico)

O
O O
[ _II .
MPFG-CH,C=-—CHCH,C 0= N
(I'.‘H;
O
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Estructura de un derivado de PEG ramificado (Nektar Therapeutics):
PEG de N-Hidroxisuccinimida ramificada (MPEG2-NHS)
Q
mPEG O
C0O~—N
mPEG
8]
Este reactivo con estructura ramificada se describe con mas detalle en Kozlowski y col., (BioDrugs 2001;5:419-29).

5 Otros ejemplos no limitantes de derivados de PEG estan comercialmente disponibles en NOF Corporation (Tokio,
Japon, véase www.nof.co.ip/english: Catalogo 25).

Estructura General de los derivados de PEG Lineales (NOF Corp):

0
(H;O((‘Ha(“HwO)n"———X-—N;j
o
0
I
CH30{CH,CHA0),— CHy—— O~ 0—N,
S

X=carboximetilo

10
X=carboxipentilo
0
I
CH;O(CH,CH,0) = (CH, )= C=—=0—N
O
X=succinato
8]
CH0CHCH:05,— C—CILCH,—(C———0—N
0]
15 mPEG Succinato de succinimidilo
x=glutarato
Q

CH,O(CHCH0)y — L — (CHy Jy—C——N
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mPEG Glutarato de succinimidilo

Estructuras de derivados de PEG ramificados (NOF Corp.): 2,3-Bis(metilpolioxietilen-oxi)-1-(1,5-dioxo-5-
succinimidiloxi, pentiloxi)propano

H,C—tOCH—CHajy—0O—CH,

] 8]
HyC—{OCH,—CH, h.—o——(i:}{ ?‘; ﬂ
CH,—0—C—CH,CH,CH,—(C=0—N

O

£ e =

2,3-Bis(metilpolioxietilen-oxi)-1-(succinimidilcarboxipentiloxi)propano

H (= (OCH, O Hyly——0=—CH, ;

I b)
H_;C—~—<O(Z.‘}[3-—(:I-1;),,"-—(}-—ti_‘l-1 i’f

Cly—0—CHCHLCHLCH T~ C—0—N

)]

(

Estos derivados de propano muestran un esqueleto de glicerol con un patrén de sustitucion 1,2. Los derivados de
PEG ramificados basados en estructuras de glicerol con sustituciéon 1,3 u otras estructuras ramificadas se describen
en el documento US23/143596A1.

Los derivados de PEG degradables (por ejemplo, enlazadores hidrolizables) se describen en Tsubery y col., (J Biol
Chem 2004;279:38118-24) y Shechter y col., (documento WO04089280A3)

Los FVIII, FVlla, FIX pegilados, u otro factor de coagulacion sanguinea segun la divulgacion, exhiben una actividad
funcional completa, combinada con una semivida in vivo prolongada. Ademas, los rFVIIl, FVIila, FIX, pegilados, u
otro factor de coagulacion sanguinea, parecen ser mas resistentes frente a la inactivacion de protrombina.

C. Procedimientos de fijacion

Una proteina de coagulacion sanguinea puede unirse covalentemente a un compuesto polisacarido mediante
diversas técnicas conocidas por los expertos en la materia. De acuerdo con la divulgacion, restos de acidos sialicos
se unen a una proteina de coagulacién sanguinea, por ejemplo, FIX, FVIII, FVIla o VWF, mediante el procedimiento
descrito en la patente de Estados Unidos n.° 4.356.170.

También se conocen otras técnicas para acoplamiento del PSA a los polipéptidos. Por ejemplo, la publicaciéon de
Estados Unidos n.° 2007/0282096 describe la conjugacion de una amina o derivado de hidrazida de, por ejemplo,
PSA, a las proteinas. En adicién, la publicacion de Estados Unidos n.° 2007/0191597 describe derivados de PSA
que contienen un grupo aldehido para la reaccion con los sustratos (por ejemplo, proteinas) en el extremo reductor.

Varios procedimientos se divulgan en la columna 7, linea 15, hasta la columna 8, linea 5 de la patente de Estados
Unidos n.° 5.846.951. Las técnicas de ejemplo incluyen la unién a través de un enlace peptidico entre un grupo
carboxilo en uno de o bien la proteina de coagulacién sanguinea o bien el polisacarido y un grupo amino de la
proteina de coagulacién sanguinea o polisacarido, o un enlace éster entre un grupo carboxilo de la proteina de
coagulacion sanguinea o polisacarido y un grupo hidroxilo de la proteina de coagulacion sanguinea o polisacarido.
Otro enlace por el cual la proteina de coagulacién sanguinea esta unida covalentemente al compuesto polisacarido
es a través de una base de Schiff, entre un grupo amino libre en la proteina de coagulacion sanguinea que se hace
reaccionar con un grupo aldehido formado en el extremo no reductor del polisacarido por oxidaciéon con peryodato
(Jennings HJ y Lugowski C, J Immunol. 1981;127:1011-8; Fernandes Al y Gregoriadis G, Biochim Biophys Acta.
1997;1341;26-34). La base de Schiff es generada esta, en un aspecto, estabilizada mediante reduccion especifica
con NaCNBH3; para formar una amina secundaria. Un enfoque alternativo es la generacién de grupos amino
terminales libres en el PSA por aminacién reductora con NH4Cl después de la oxidacion previa. Los reactivos
bifuncionales se pueden utilizar para unir dos grupos amino o dos grupos hidroxilo. Por ejemplo, el PSA que
contiene un grupo amino estd acoplado a grupos amino de la proteina con reactivos como BS3
(Bis(sulfosuccinimidil)suberato/Pierce, Rockford, IL). Ademas, se usan reactivos de reticulacion heterobofuncionales
como Sulfo-EMCS éster de (N-e-maleimidocaproiloxi)/ Pierce), por ejemplo, para enlazar grupos amino vy tiol.

En otro enfoque, se prepara una PSA hidrazida y se acopla al resto de hidrato de carbono de la proteina después de
la oxidacion previa y la generacion de funciones aldehido.

Como se describié anteriormente, un grupo amina libre de la proteina terapéutica reacciona con el grupo 1-carboxilo
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del resto de acido sialico para formar un enlace peptidilo o se forma un enlace éster entre el grupo de acido 1-
carboxilico y un grupo hidroxilo u otro grupo activo adecuado en una proteina de coagulacién sanguinea. Como
alternativa, un grupo carboxilo forma un enlace peptidico con el grupo 5-amino desacetilado, o un grupo aldehido de
una molécula de una proteina de coagulacion sanguinea forma una base de Schiff con el grupo 5-amino N-
desacetilado de un residuo de acido sialico.

En diversas realizaciones, la proteina de coagulacion sanguinea esta unida a, o asociada con, el compuesto
polisacarido en cantidades estequiométricas (por ejemplo, 1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6, 1:7, 1:7, 1:8, 1:9, 0 1:10, etc.).
En diversas realizaciones, 1-6, 7-12 o 13-20 polisacaridos estan unidos a la proteina de la coagulacion sanguinea.
En otras realizaciones mas, 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o mas polisacaridos
estan unidos a la proteina de coagulacién sanguinea.

En diversas realizaciones, la proteina de coagulacion sanguinea se modifica para introducir sitios de glicosilacion (es
decir, sitios distintos de los sitios de glicosilacion nativos). Tal modificacion puede llevarse a cabo utilizando técnicas
estandar de biologia molecular conocidas en la materia. Por otra parte, la proteina de coagulacién sanguinea, antes
de la conjugacion a un polimero soluble en agua a través de uno o mas restos de hidratos de carbono, pueden estar
glicosilados in vivo o in vitro. Estos sitios glicosilados pueden servir como dianas para la conjugaciéon de las
proteinas con polimeros solubles en agua (solicitud de patente de Estados Unidos n.° 20090028822, solicitud de
patente de Estados Unidos n.° 2009/0093399, solicitud de patente de Estados Unidos n.° 2009/0081188, solicitud de
patente de Estados Unidos n.° 2007/0254836, solicitud de patente de Estados Unidos n.° 2006/0111279 y DeFrees
S. y col., Glycobiology, 2006, 16, 9, 833-43).

D. Enlace aminooxi

Segun la invencion, la reaccion de hidroxilamina o derivados de hidroxilamina con aldehidos (por ejemplo, en un
resto de hidrato de carbono después de la oxidacion mediante peryodato de sodio) para formar un grupo oxima se
aplica a la preparacion de conjugados de la proteina de coagulacion sanguinea. Por ejemplo, una glicoproteina (por
ejemplo, una proteina de coagulacion sanguinea segun la presente invencion) se oxida primero con un agente
oxidante tal como peryodato de sodio (NalO4) (Rothfus JA et Smith EL., J Biol Chem 1963, 238, 1402—-10; and Van
Lenten L y Ashwell G., J Biol Chem 1971, 246, 1889-94). La oxidacién con peryodato de glicoproteinas se basa en
la reaccion de Malaprade clasica descrita en 1928, la oxidacion de los dioles vecinales con peryodato para formar un
grupo aldehido activo (Malaprade L., Analytical application, Bull Soc Chim France, 1928, 43, 683—-96). Ejemplos
adicionales de tal agente oxidante son tetraacetato de plomo (Pb(OAc)s), acetato de manganeso (MnO(Ac)s),
acetato de cobalto (Co(OAc),), acetato de talio (TIOAc), sulfato de cerio (Ce(SOs)2) (documento US 4.367.309) o
perrutenato de potasio (KRuO4) (Marko y col., J Am Chem Soc 1997.119, 12661-2). Por "agente oxidante" se quiere
decir un compuesto oxidante suave que es capaz de oxidar dioles vecinales en hidrato de carbonos, lo que genera
grupos aldehido activos en condiciones de reaccion fisioldgicas.

La segunda etapa es el acoplamiento del polimero que contiene un grupo aminooxi al resto de hidrato de carbono
oxidado para formar un enlace oxima. En una realizaciéon de la invencion, esta etapa puede llevarse a cabo en
presencia de cantidades cataliticas del catalizador nucleofilico anilina o derivados de anilina (Dirksen A et Dawson
PE, Bioconjugate Chem. 2008; Zeng Y y col.,, Nature Methods 2009;6:207-9). La catalisis de anilina acelera
drasticamente la unidn de la oxima, lo que permite el uso de concentraciones muy bajas de los reactivos. En otra
realizacion de la invencion, el enlace oxima se estabiliza mediante reduccion con NaCNBH3; para formar un enlace
alcoxiamina (Figura 2).

En una realizacion de la invencion, las etapas de reaccion para conjugar un polimero soluble en agua a una proteina
de coagulacién sanguinea se llevan a cabo por separado y de forma secuencial (es decir, los materiales de partida
(por ejemplo, proteina de coagulacién sanguinea, el polimero soluble en agua, etc), los reactivos (por ejemplo,
agentes oxidantes, anilina, etc) y los productos de reaccion (por ejemplo, hidrato de carbono oxidado de una
proteina de coagulacion sanguinea, polimeros soluble en agua de aminooxi activado, etc) se separan entre las
etapas de reaccion individuales).

Informacion adicional sobre la tecnologia de aminooxi se puede encontrar en las siguientes referencias: Documento
EP 1681303A1 (Eritropoyetina HASilada); documento WO 2005/014024 (conjugados de un polimero y una proteina
unidos por un grupo de enlace oxima); documento WO96/40662 (compuestos enlazadores que contienen aminooxi y
su aplicacion en conjugados); documento WO 2008/025856 (proteinas modificadas); Peri F y col., Tetrahedron 1998,
54, 12269-78; Kubler—Kielb J et. Pozsgay V., J Org Chem 2005, 70, 6887-90; Lees A y col., Vaccine 2006, 24(6),
716-29; and Heredia KL y col., Macromoecules 2007, 40(14), 4772-9.

En diversas realizaciones de la invencion, el polimero soluble en agua que se une de acuerdo con la tecnologia
aminooxi descrita en el presente documento a un resto de hidrato de carbono oxidado de una proteina de
coagulacion sanguinea (FVIII o FIX) es un acido polisialico (PSA).

Ejemplos

Ejemplo 1
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Preparacion del enlazador homobifuncional NH,JOCH,CH,],ONH,

El enlazador homobifuncional NH,[OCH,CH;]o,ONH,
M O i

(3—oxa—pentano—1,5—dioxiamina) que contiene dos grupos aminooxi activos se sintetizd segun Boturyn y col.,
(Tetrahedron 1997;53:5485-92) en una reaccion organica de dos etapas empleando una sintesis de Gabriel de
aminas primarias (Figura 3). En la primera etapa, se hizo reaccionar una molécula de 2,2-clorodietiléter con dos
moléculas de endo-N-hidroxi-5-norborneno-2,3-dicarboximida en dimetilformamida (DMF). EI producto
homobifuncional deseado se preparé a partir del intermedio resultante mediante hidrazindlisis en etanol.

Ejemplo 2

Preparacion del enlazador homobifuncional NH,JOCH,CH]4sONH,

El enlazador homobifuncional NH,[OCH,CH;]4ONH,

(3,6,9-trioxa—undecano-1,11-dioxiamina) que contiene dos grupos aminooxi activos se sintetizd6 segun Boturyn y
col., (Tetrahedron 1997;53:5485-92) en una reaccion organica de dos etapas empleando una sintesis de Gabriel de
aminas primarias (Figura 3). En la primera etapa, se hizo reaccionar una molécula de bis—(2—(2—cloretoxi)—etil)—éter
con dos moléculas de endo-N-hidroxi-5-norborneno-2,3-dicarboximida en DMF. El producto homobifuncional
deseado se prepard a partir del intermedio resultante mediante hidrazindlisis en etanol.

Ejemplo 3

Preparacién de aminooxi-PSA

500 mg de PSA oxidado (PM = 18,8 kD) obtenido del Serum Institute of India (Pune, India) se disolvieron en 8 ml de
tampon de acetato sédico 50 mM, a pH 5,5. A continuaciéon, se anadieron 100 mg de 3—-oxa—pentano—1,5-
dioxiamina. Después de agitar durante 2 horas a temperatura ambiente, se afiadieron 44 mg de cianoborohidruro de
sodio. Después de agitar durante otras 4 horas a 4 °C, la mezcla de reaccion se cargé en un casete de dialisis -
Slide—A-Lyzer (Pierce, Rockford, IL) (membrana de 3,5 kD, celulosa regenerada) y se dializ6 frente a PBS a pH 7,2
durante 4 dias. El producto se congel6 a -80 °C. La preparacion del aminooxi-PSA de acuerdo con este
procedimiento se ilustra en la Figura 4.

Procedimiento alternativo para la preparacién de aminooxi PSA

1.000 mg de PSA oxidado (PM = 20 kD) obtenido del Serum Institute of India (Pune, India) se disolvieron en 16 ml
de tampon fosfato 50 mM, a pH 6,0. A continuacion, se afiadieron 170 mg de 3—-oxa—pentano-1,5—dioxiamina a la
mezcla de reaccion. Después de agitar durante 2 horas a T.A., se afiadieron 78,5 mg de cianoborohidruro de sodio y
la reaccion se realizé durante 18 horas durante la noche. Después, la mezcla de reacciéon se sometié a un
procedimiento de ultrafiltracion/diafiltracion (UF/DF) utilizando una membrana con un corte de 5 kD hecha de
celulosa regenerada (Millipore).

Ejemplo 4

Acoplamiento de aminooxi-PSA a rFIX y purificacién del conjugado

A 12,6 mg de rFIX, disuelto en 6,3 ml de tampon de acetato de sodio 50 mM, a pH 6,0, se afiadieron 289 ul de una
solucion de peryodato de sodio acuoso (10 mM). La mezcla se agité en la oscuridad durante 1 hora a 4 °C y se
inactivo durante 15 minutos a temperatura ambiente mediante la adicion de 6,5 ul de glicerol 1 M. Los contaminantes
de bajo peso molecular se retiraron mediante ultrafiltracion/diafiltracion (UF/DF) empleando concentradores Vivaspin
(Sartorius, Goettingen, Alemania) (membrana de 30 kD, celulosa regenerada). Después se afadieron 43 mg de
aminooxi-PSA a la fraccion retenida por UF/DF y la mezcla se agité durante 18 horas a 4 °C. El reactivo de PSA en
exceso se retird mediante cromatografia de interaccion hidrofébica (HIC). La conductividad de la mezcla de reaccion
enfriada se elevo a 180 mS/ cm y se cargé en una columna de 5 ml HiTrap Butyl FF (GE Healthcare, Fairfield, CT)
HIC (1,6 x 2,5 cm), preequilibrada con HEPES 50 mM, cloruro sédico 3 M, cloruro calcico 6,7 mM, 0,01 % de Tween
80, a pH 6,9. El conjugado se eluy6 en 2,4 volumenes de columna (VC) con HEPES 50 mM, cloruro calcico 6,7 mM,
0,005 % de Tween 80, a pH 7,4 a un caudal de 5 ml/min. La preparacién se caracterizé analiticamente mediante la
medicion de la proteina total (BCA) y la actividad cromogénica de FIX. Para el conjugado PSA-RFIX se determino
una actividad especifica de 80,2 Ul/ mg de proteina (56,4 % en comparacion con rFIX nativo). Los resultados se
resumen en la Tabla 1.
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Tabla 1

Articulo BCA [mg/ ml] FIX:Chrom [Ul/ ml] | Actividad especifica[lU | Actividad especifica[ %]
FIX:Chrom/ mg de BCA

rFIX 8,58 1221 142,3 100

PSA-rFIX 1,15 92,2 80,2 56,4

La caracterizacion analitica del conjugado PSA-rFIX mediante SDS-PAGE con tincion de Coomassie se ilustra en la
Figura 5. Una SDS-PAGE seguida de transferencia Western empleando anticuerpos anti-FIX y anti-PSA se muestra
en la Figura 6.

Ejemplo 5

Acoplamiento de aminooxi-PSA a rFIX en presencia de anilina como catalizador nucleofilico

A 3,0 mg de rFIX, disuelto en 1,4 ml de tampdn de acetato de sodio 50 mM, a pH 6,0, se afiadieron 14,1 ul de una
solucion de peryodato de sodio acuoso (10 mM). La mezcla se agité en la oscuridad durante 1 hora a 4 °C y se
inactivo durante 15 minutos a temperatura ambiente mediante la adicion de 1,5 ul de glicerol 1 M. Los contaminantes
de bajo peso molecular se retiraron por medio de cromatografia de exclusiéon por tamafo (SEC) empleando
columnas de desalado PD-10 (GE Healthcare, Fairfield, CT). 1,2 mg de rFIX oxidado, disueltos en 1,33 ml de
tampodn de acetato de sodio 50 mM, a pH 6,0 se mezclaron con 70 pl de anilina (soluciéon madre acuosa 200 mM) y
se agitoé durante 45 min a temperatura ambiente. A continuacion, se afiadieron 4,0 mg de aminooxi-PSA y la mezcla
se agitdé durante 2 horas a temperatura ambiente y otras 16 horas a 4 °C. Se tomaron muestras después de 1 hora,
después de 2 horas y al final de la reaccion después de 18 horas. A continuacion, el exceso de reactivo de PSA y el
RFIX libre se retiraron por medio de HIC. La conductividad de la mezcla de reacciéon enfriada se elevé a 180 mS/ cm
y se cargoé en una columna de 5 ml HiTrap Butyl FF (GE Healthcare, Fairfield, CT) HIC (1,6 x 2,5 cm), preequilibrada
con HEPES 50 mM, cloruro sodico 3 M, cloruro calcico 6,7 mM, 0,01 % de Tween 80, a pH 6,9. El conjugado se
eluyé con un gradiente lineal con HEPES 50 mM, cloruro calcico 6,7 mM, 0,005 % de Tween 80, a pH 7,4 en 20 VC
con un caudal de 5 ml/min.

Ejemplo 6

Acoplamiento de aminooxi-PSA a rFIX y reduccién con NaCNBHj3

A 10,5 mg de rFIX, disuelto en 5,25 ml de tampdn de acetato de sodio 50 mM, a pH 6,0, se afiadieron 53 ul de una
solucion de peryodato de sodio acuoso (10 mM). La mezcla se agité en la oscuridad durante 1 hora a 4 °C y se
inactivo durante 15 minutos a temperatura ambiente mediante la adicion de 5,3 ul de glicerol 1 M. Los contaminantes
de bajo peso molecular se retiraron mediante UF/DF empleando concentradores Vivaspin (Sartorius, Goettingen,
Alemania) (membrana de 30 kD, celulosa regenerada) a continuacion se afadieron 35,9 mg de aminooxi-PSA a la
fraccion retenida por UF/DF y la mezcla se agitdé durante 2 horas a temperatura ambiente. A continuacion, se
afadieron 53 yl de una solucién de cianoborohidruro de sodio acuoso (5 M) y la reaccién se dejoé proceder durante
otras 16 horas. A continuacion, se retiré el reactivo de PSA en exceso por medio de HIC. La conductividad de la
mezcla de reaccién enfriada se elevo a 180 mS/ cm y se cargd en una columna de 5 ml HiTrap Butyl FF HIC (GE
Healthcare, Fairfield, CT) (1,6 x 2,5 cm), preequilibrada con HEPES 50 mM, cloruro sédico 3 M, cloruro calcico 6,7
mM, 0,01 % de Tween 80, a pH 6,9. El conjugado se eluy6 con 2,4 VC con HEPES 50 mM, cloruro calcico 6,7 mM,
0,005 % de Tween 80, a pH 7,4 en 7,4 VC con un caudal de 5 ml/min.

Ejemplo 7

Acoplamiento de aminooxi-PSA (enlazador: NH,JOCH,CH>]4sONH>) A rFIX y purificaciéon del conjugado

A 5,6 mg de rFIX, disuelto en 2,8 ml de tampdn de acetato de sodio 50 mM, a pH 6,0, se afiadieron 102 pl de una
solucion de peryodato de sodio acuoso (10 mM). La mezcla se agité en la oscuridad durante 1 hora a 4 °C y se
inactivo durante 15 minutos a temperatura ambiente mediante la adicion de 2,9 ul de glicerol 1 M. Los contaminantes
de bajo peso molecular se retiraron mediante UF/DF empleando concentradores Vivaspin (Sartorius, Goettingen,
Alemania) (membrana de 30 kD, celulosa regenerada). Después, se afiadieron 19 mg de aminooxi-PSA a la fraccion
retenida por UF/DF y la mezcla se agitdé durante 18 horas a 4 °C. El reactivo de PSA en exceso se retiré mediante
HIC. La conductividad de la mezcla de reaccion enfriada se elevé a 180 mS/ cm y se cargd en una columna de 5 ml
HiTrap Butyl FF HIC (GE Healthcare, Fairfield, CT) (1,6 x 2,5 cm), preequilibrada con HEPES 50 mM, cloruro sédico
3 M, cloruro calcico 6,7 mM, 0,01 % de Tween 80, a pH 6,9. El conjugado se eluy6 con 2,4 VVC con HEPES 50 mM,
cloruro calcico 6,7 mM, 0,005 % de Tween 80, a pH 7,4 en 7,4 VC con un caudal de 5 ml/min.

Ejemplo 8

Acoplamiento de aminooxi-PSA a rFVIII

A 11 mg de rFVIII, disuelto en 11 ml de tampdn Hepes a pH 6 (Hepes 50 mM, CaCl, 5 mM, NaCl 150 mM, 0,01 % de
Tween) se afadieron 57 pl de peryodato de sodio 10 mM. La mezcla se agit6 en la oscuridad durante 30 minutos a 4
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°C y se inactivé durante 30 minutos a 4 °C mediante la adicion de 107 pl de una solucién de glicerol 1 M. Después,
se afiadieron 19,8 mg de aminooxi-PSA se afadié (18,8 kD) y la mezcla se agit6é durante la noche a 4 °C. La fuerza
idnica se incrementd mediante la adiciéon de un tampdn que contiene acetato de amonio 8M (acetato de amonio 8M,
Hepes 50 mM, CaCl; 5 mM, NaCl 350 mM, 0,01 % de Tween 80, a pH 6,9) para obtener una concentracion final de
2,5 M de acetato de amonio. A continuacion, la mezcla de reaccion se cargd en una columna HiTrap butilo FF (GE
Healthcare, Fairfield, CT) que se equilibré con tampdén de equilibrio (acetato de amonio 2,5 M, Hepes 50 mM, CaCl,
5 mM, NaCl 350 mM, 0,01 % de Tween 80, pH 6,9). El producto se eluyé con tampoén de eluciéon (Hepes 50 mM,
CaCl, 5 mM, 0,01 % de Tween 80 a pH 7,4), y el eluato se concentrd por filtracion centrifuga usando dispositivos de
Vivaspin (Sartorius, Goettingen, Alemania) con 30.000 MWCO.

Ejemplo 9

Estudios FC en ratones con hemofilia

En ratones deficientes en FIX se inyectd rFIX o PSA-rFIX (preparados de acuerdo con el Ejemplo 4) en tampdn de
formulacion (histidina 10 mM, glicina 260 mM, sacarosa 29 mM, 0,005 % de Tween 80, a pH 6,8) en un volumen de
dosis de 10 ml/kg peso corporal. Los grupos de 6 ratones fueron sacrificados 5 minutos, 3 horas, 9, 16, 24 y 48
horas después de la inyeccion de la sustancia y la sangre se extrajo por puncion cardiaca. El plasma con citrato se
prepard y se almacend congelado hasta el analisis de la actividad de FIX.

La actividad de FIX se determin6é con un ensayo cromogénico FIX (ensayo Biophen FIX Hyphen Biomed, Neuville—
sur-Qise, Francia) y se construyeron curvas de eliminacion (Figura 7). Las dosis reales de actividad de FIX fueron
123A Ul FIX/kg para PSA-rFIX y 143 Ul FIX/kg para rFIX. Los parametros farmacocinéticos se calcularon con el
programa R (The R Foundation for Statistical Computing, 2008). La recuperacion In vivo fue del 13 % para rFIX 'y 29
% para PSA-rFIX. La AUC ajustada por dosis para PSA-rFIX aumentd 6,4 veces respecto a rFIX, la semivida
terminal aumentd por un factor de 1,2 y TMR fue de 1,7 veces mas largos para PSA-rFIX en comparacion con rFIX
(Tabla 2).

Tabla 2
Articulo Recuperacion in AUC Factor de | HL terminal | Factor de | TMR | Factor de
vivo [ %] [(Ul/ml)/(IU/kg)] | aumento [h] aumento | [h] | aumento
rFIX 13 0,0100 =1 8,0 =1 7,3 =1
PSA-rFIX 29 0,0650 6,4x 9,6 1,2x 12,3 1,7x

Ejemplo 10

Polisialilacion de proteinas de la coagulaciéon sanguinea

En diversos aspectos de la invencion, la polisialilacion anterior como se describe en los Ejemplos 5, 6 y 9 con
aminooxi-PSA se repite con FVIII.

Ejemplo 11

Preparacion del enlazador homobifuncional NH,JOCH,CH,]¢ONH,

El enlazador homobifuncional NH,[OCH,CH;]sONH,

HzN/D\/\o/\/o\f/\o/\/o\/\C)/\/O\NH2
(3,6,9,12,15—penatoxa—heptadecano—1,17dioxiamina) que contiene dos grupos aminooxi activos se sintetizé seguin
Boturyn y col., (Tetrahedron 1997;53:5485-92) en una reaccion organica de dos etapas empleando una sintesis de
Gabriel de aminas primarias. En la primera etapa, se hizo reaccionar una molécula de 2dicloruro de hexaetilenglicol
con dos moléculas de endo-N-hidroxi-5-norborneno-2,3-dicarboximida en DMF. El producto homobifuncional
deseado se preparé a partir del intermedio resultante mediante hidrazindlisis en etanol.

Ejemplo 12

Polisialilacion de rFIX empleando un sistema enlazador de maleimido/aminooxi

A. Preparacion del reactivo de modificacion

Un reactivo de aminooxi-PSA se prepara mediante el uso de un sistema enlazador de maleimido/aminooxi (Toyokuni
y col., Bioconjugate Chem 2003; 14, 1253-9). El PSA-SH (20 kD) que contiene un grupo SH libre terminal se
prepara utilizando un procedimiento de dos etapas: a) Preparacion de PSA-NH, mediante aminacién reductora de
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PSA oxidado con NH4Cl segun el documento WO05016973A1 y b) introducciéon de un grupo sulfhidrilo mediante la
reaccion del grupo amino primario terminal con 2-iminotiolano (reactivo de Traut/Pierce, Rockford, IL) como se
describe en el documento US7645860. EI PSA-SH se acopla al grupo maleimido del enlazador a pH 7,5 en tampdn
PBS usando un exceso molar de 10 veces del enlazador y una concentracion de PSA-SH de 50 mg/ml. Se incuba la
mezcla de reaccion durante 2 horas con agitacion suave a temperatura ambiente. Después se retira el reactivo
enlazador de exceso y el aminooxi-PSA se intercambia con tampén en tampdn de oxidacion (fosfato de sodio 50
mM, a pH 6,0) por diafiltraciéon. El tampdn se intercambia 25 veces usando una membrana de celulosa regenerada
Pellicon XL5kD (Millipore, Billerica, MA).

B. Modificacion de rFIX después de la oxidacion previa con NalO4

rFIX se oxida en tampdn fosfato de sodio 50 mM, a pH 6,0 empleando peryodato de sodio 100 uM en el tampén. La
mezcla se agitd en la oscuridad durante 1 hora a 4 °C y se inactivd durante 15 minutos a temperatura ambiente
mediante la adicidon de glicerol a una concentracion final de 5 mM. Los contaminantes de bajo peso molecular se
retiraron por medio de cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) empleando columnas de desalado PD-10 (GE
Healthcare, Fairfield, CT). Después, el rFIX oxidado se enriquecido con anilina para obtener una concentracion final
de 10 mM y se mezcla con el reactivo aminooxi-PSA para lograr un exceso molar de 5 veces de PSA. Se incub6 la
mezcla de reaccion durante 2 horas con agitacion suave en oscuridad a temperatura ambiente.

C. Purificacion de los conjugados

El exceso de reactivo de PSA y rFIX libre se elimina por medio de HIC. La conductividad de la mezcla de reaccioén se
eleva a 180 mS/cm y se carga en una columna rellena con 48 ml de butilo - Sepharose FF (GE Healthcare, Fairfield,
CT) preequilibrada con Hepes 50 mM, cloruro de sodio 3 M, cloruro de calcio 6,7 mM, 0,01 % de Tween 80, a pH
6,9. A continuacién, el conjugado se eluye con un gradiente lineal de tampon de elucion al 60 % (50 mM) Hepes,
cloruro de calcio 6,7 mm, pH 7,4) en 40 VC. Por ultimo, las fracciones que contienen PSA-rFIX se recogen y se
someten a UF/DF mediante el uso de una membrana de 30 kD hecha de celulosa regenerada (Millipore). La
preparacion se caracteriza analiticamente mediante la medicion de la proteina total (BCA) y la actividad cromogénica
de FIX. Para los conjugados PSA-RFIX preparados con ambas variantes se determina una actividad especifica de >
50 % en comparacion con el rFIX nativo.

Ejemplo 13

Preparacién de reactivo aminooxi-PSA

Un reactivo aminooxi - PSA se prepar6 de acuerdo con el Ejemplo 3. El producto final se sometié a diafiltracion
frente a tampodn, pH 7,2 (Hepes 50 mM) utilizando una membrana de 5 kD (celulosa regenerada, Millipore), se
congelo a -80 °C y se liofilizo. Después de liofilizacion, el reactivo se disolvio en el volumen apropiado de agua y se
uso para la preparacion de conjugados de PSA-proteina a través de la modificacion con hidrato de carbonos.

Ejemplo 14

Farmacocinética de rFVIII polisialilado en un modelo de ratén defectivo deficiente en FVIlI

Se preparé un conjugado PSA-FVIII de acuerdo Ejemplo 8. El conjugado mostré una actividad especifica de 6.237
Ul/mg (la actividad de FVIII determinada mediante el ensayo cromogénico; la proteina total determinada por el
ensayo de Bradford) y tenia un grado de polisialilacion 6,7 (PSA mol por mol FVIII) tal como se mide por el ensayo
de resorcinol (Svennerholm L, Biochim Biophys Acta 1957; 24: 604—11).

Ratones deficientes en FVIII se describen con detalle en Bi y col., (Nat Genet 1995;10:119-21) se utilizaron como
modelo de hemofilia A humana grave. Grupos de 6 ratones recibieron una inyeccién en bolo (200 Ul de FVIIl/kg) a
través de la vena de la cola con PSA-rFVIIl preparado segun el ejemplo 8 o rFVIII nativo (ADVATE, Baxter
Healthcare Corporation) en una dosis de 200 Ul de FVIIlI/kg de peso corporal. El plasma citrato mediante puncion
cardiaca después de la anestesia se preparo a partir de los grupos respectivos 5 minutos, 3, 6, 9, 16, 24, 32 y 42
horas después de la inyeccion. Los niveles de actividad de FVIII se midieron en muestras de plasma mediante el uso
del ensayo cromogénico. Los resultados de este experimento se resumen en la Tabla 3 y se ilustran en la Figura 8.
Todos los calculos se realizaron con el programa R version 2.10.1 (A language and environment for statistical
computing. R Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria.http://www.R—project.org.). Como resultado, el
tiempo medio de residencia (TMR) aumentdé de 5,4 horas (Advate control) a 11,1 horas para el conjugado PSA-
rEVIIIL.

Tabla 3:
Articulo Recuperacion in |AUC 0-24 (Ul/ |Semivida Tiempo de Aclaramiento
vivo RIV % ml.h)/Ul/kg terminal (h) |residencia media | CL (ml/h/kg)

TMR (h)
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PSA-rFVIII 71 0,161 7.2 11,1 6,0
rEVIIl control (Advate) |58 0,054 4.4 54 171
Ejemplo 15

Sintesis detallada del reactivo aminooxi-PSA

3-oxa-pentano-1,5-dioxiamina se sintetizé segun Botyryn y col., (Tetrahedron 1997; 53: 5485-92) en una sintesis
organica de dos etapas como se describe en el Ejemplo 1.

Etapa 1:

A una solucién de endo-N-hidroxi-5-norboneno-2,3-dicarboxiimida (59,0 g; 1,00 eq)) en 700 ml de N, N-
dimetilformamida anhidra se afadieron K,COs3 (45,51 g; 1,00 eq) y 2,2-diclorodietiléter (15,84 ml; 0,41 eq). La mezcla
de reaccion se agitd durante 22 horas a 50 °C. La mezcla se evaporo hasta sequedad a presion reducida. El residuo
se suspendié en 2 | de diclorometano y se extrajo dos veces con solucion de NaCl acuoso saturado (cada 1 1). La
capa de diclorometano se seco sobre Na;SO, y después se evaporo hasta sequedad a presion reducida y se seco a
alto vacio para dar 64,5 g de 3-oxapentano-1,5-dioxi-endo-2',3'-dicarboxidiimidenorborneno como un blanco sélido
de color blanco amarillento (intermedio 1).

Etapa 2:

A una solucién del intermedio 1 (64,25 g; 1,00 eq) en 800 ml de etanol anhidro, se afiadieron 31,0 ml de hidrato de
hidrazina (4,26 eq). La mezcla de reaccioén se calenté a reflujo durante 2 horas. La mezcla se concentré a la mitad
del volumen de partida por evaporaciéon del disolvente a presién reducida. El precipitado se retiré por filtracion. La
capa de etanol restante se evaporé hasta sequedad a presién reducida. El residuo que contiene el producto en bruto
3-oxa-pentano -1,5-dioxiamina se sec6 al vacio, para dar 46,3 g. El producto en bruto se purificé adicionalmente por
cromatografia en columna (gel de silice 60; elucién isocratica con una mezcla de diclorometano/metanol, 9 + 1) para
dar 11,7 g del producto final puro 3-oxa-pentano -1,5-dioxiamina.

Ejemplo de referencia 16

Polisialilacion de rFIX usando PSA hidrazida

rF1X se polisialilada mediante el uso de un reactivo de PSA hidrazida, que se preparé por reaccion de PSA oxidado
con dihidrazida de acido adipico (ADH).

Etapa 1: Preparacién de PSA hidrazida

500 mg de PSA oxidado (PM = 20 kD) obtenido del Serum Institute of India (Pune, India) se disolvieron en 8 ml de
tampon de acetato sédico 50 mM, a pH 5,5. A continuacién, se afiadieron 100 mg de acido adipico dihidrazida
(ADH). La solucion se agité suavemente durante 2 horas. A continuacion, se afadieron 44 mg de cianoborohidruro
de sodio. Después, la reaccion se incubé durante otras 4 horas a 4 °C, la mezcla de reaccion se cargo en un casete
de dialisis -Slide—A-Lyzer (Pierce, Rockford, IL) (membrana de 3,5 kD, celulosa regenerada) y se dializ6 frente a
PBS a pH 7,2 durante 4 dias. El producto se congel6 a -80 ° C.

Etapa 2: Reaccién de PSA hidrazida con rFIX y purificacién del conjugado

El rFIX se polisialilada mediante el uso de un reactivo de PSA hidrazida tal como se describe en la etapa 1. El rFIX
(concentracion 1 mg/ml) se oxida con NalO4 (concentracion: 80 uM) durante 1 hora a 4 °C en oscuridad en agitacion
suave. La reaccion se detiene mediante la adicion de glicerol y el FIX oxidado se somete a UF/DF mediante el uso
de una membrana de 30 kD hecha de celulosa regenerada (Vivaspin). El rFIX oxidado se polisialilada luego a pH 6,5
usando un exceso molar de 200 veces de reactivo y una concentracion de proteina de 1 mg/ml. El rFIX y el reactivo
polisialilacion se incuban durante 2 horas con agitaciéon suave en la oscuridad a temperatura ambiente. Finalmente,
el conjugado PSA-rFIX se purifica por HIC. La conductividad de la mezcla de reaccion se eleva a 130 mS/cm
mediante la adicién de un tampdn que contiene acetato de amonio (Hepes 50 mM, NaCl 350 mM, cloruro de calcio 5
mM, acetato de amonio 8M, 0,01 % de Tween 80, a pH 6,9) y se carga sobre una columna HiTrap butilo FF (5 ml,
GE Healthcare, Fairfield, CT) preequilibrada con Hepes 50 mM, acetato de amonio 2,5 M, cloruro de sodio 350 mM,
cloruro de calcio 5 mM, 0,01 % de Tween 80, a pH 6,9. Posteriormente, el conjugado se eluye con Hepes 50 mM,
cloruro de calcio 5 mM, 0,01 % de Tween 80, a pH 7,4. Por ultimo, las fracciones que contienen PSA-rFIX se
recogen y se someten a UF/DF mediante el uso de una membrana de 30 kD hecha de celulosa regenerada
(Vivaspin). Para el conjugado de PEG-rFIX, se determina una actividad especifica de > 50% en comparacion con el
rFIX nativo (ensayo cromogénico).

Ejemplo de referencia 17

Polisialilacion de rFIX usando PSA hidrazida en presencia de anilina como catalizador nucleofilico
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Se disuelven 123 mg de rFIX en 60 ml de tampdn fosfato (NaPO4 50 mM, pH 6,5). A continuacion, se afiaden 1,2 ml
de una solucién acuosa de peryodato de sodio (10 mM) y la mezcla se incuba durante 1 hora en oscuridad a 4 °C
con agitacion suave. Posteriormente, la reaccion se inactiva durante 15 minutos a T.A. mediante la adicion de 600 pl
de solucidon acuosa de glicerol 1M. La mezcla se somete posteriormente a UF/DF empleando una membrana
Pellicon XL Ultracel 30 kD.

La fraccion retenida de UF/DF (63,4 ml), que contiene rFIX oxidado, se diluye adicionalmente con 59,6 ml de tampon
de fosfato (NaPO4 50 mM, pH 6,0) y se mezcla con 6,5 ml de una solucién acuosa de anilina (200 mM) y se incuba
durante 30 minutos a TA. A continuacion, se afiaden 12,3 ml del reactivo de PSA-hidrazida (preparado segun el
Ejemplo 16) para dar un exceso molar por 5 del reactivo. Esta mezcla se incuba durante 2 horas a T.A. en oscuridad
con agitacion suave.

El exceso del reactivo de PSA-hidrazida y rFIX libre se retira por medio de HIC. La conductividad de la mezcla de
reaccion se eleva a 180 mS/cm y se carga en una columna rellena con 48 ml de butilo - Sepharose FF (GE
Healthcare, Fairfield, CT) preequilibrada con Hepes 50 mM, cloruro de sodio 3 M, cloruro de calcio 6,7 mM, 0,01 %
de Tween 80, a pH 6,9. A continuacion, el conjugado se eluye con Hepes 50 mM, cloruro de calcio 5 mM, 0,01 % de
Tween 80, a pH 7,4. Por ultimo, las fracciones que contienen PSA-rFIX se recogen y se someten a UF/DF mediante
el uso de una membrana de 30 kD hecha de celulosa regenerada (Millipore). La preparacion se caracteriza
analiticamente mediante la medicion de la proteina total (BCA) y la actividad cromogénica de FIX. Para el conjugado
de PSA—rFIX se determina una actividad especifica de > 50% en comparacion con el rFIX nativo.

Ejemplo 18

Polisialilacién de rFIX y purificacién utilizando un procedimiento de dos etapas

Se disolvieron 140 mg de rFIX en 62 ml de tampon fosfato (NaPO4 50 mM, pH 6,0). Después, se afiadieron 1,92 ml
de una solucion acuosa de peryodato de sodio (10 mM y la mezcla se incub6 durante 1 h en oscuridad a 4 °C con
agitacion suave y se inactivd durante 15 minutos a T.A. mediante la adicion de 64 pl de una solucidon acuosa de
glicerol 1M. Después, la mezcla se sometié a UF/DF empleando una membrana Pellicon XL Ultracel 30 kD.

La fraccion retenida de UF/DF (69,4 ml), que contiene rFIX oxidado, se diluyé adicionalmente con 73,8 ml de tampon
de fosfato (NaPO4 50 mM, pH 6,0) y se mezcld con 8,2 ml de una solucién acuosa de anilina (200 mM) y se incuba
durante 30 minutos a TA. A continuacién, se afiadieron 12,3 ml del reactivo de aminooxi (preparado segun el
Ejemplo 3) para dar un exceso molar por 2,5 del reactivo. Esta mezcla se incubd durante 2,5 horas a T.A. en
oscuridad con agitacién suave.

El RFIX libre se retira por medio de cromatografia de intercambio aniénico (CIA). La mezcla de reaccion se diluye
con 20 ml de tampdn A (Hepes 50 mM, CaCl; 5 mM, pH 7,5) y se carga en una columna de Q-Sepharose FF 26/10
(GE Healthcare, Fairfield, CT) preequilibrada con tampén A. A continuacion, la columna se eluye con Tampén B
(Hepes 50 mM, NaCl 1 M, CaCl; 5 mM, pH 7,5). El rFIX libre eluye a una conductividad de entre 12 - 25 mS/cm y el
conjugado entre 27 - 45 mS/cm. La conductividad de las fracciones que contienen el conjugado se eleva
posteriormente a 190 mS/cm mediante la adicion de tampon C (Hepes 50 mM, NaCl 5 M, CaCl; 5 mM, pH 6,9) y se
carga en una columna de butil Sepharose FF 26/10 (GE Healthcare, Fairfield, CT) preequilibrada con Tampoén D
(Hepes 50 mM, NaCl 3 M, CaCl, 5 mM, pH 6,9). E reactivo de PSA libre se lava en 5 VC de Tampoén D. A
continuacion, el conjugado se eluye con 100 % de tampdn E (Hepes 50 mM, CaCl, 5 mM, pH 7,4). Las fracciones
que contienen el conjugado se concentran mediante UF/DF utilizando una membrana de 10 kD hecha de celulosa
regenerada (88 cm? corte de 10 kD/Millipore). La etapa de diafiltracion final se lleva a cabo frente a tampon de
histidina, pH 7,2 que contiene NaCl 150 mM y CaCl, 5 mM. La preparacion se caracteriza analiticamente mediante la
medicion de la proteina total (BCA) y la actividad cromogénica de FIX. Para el conjugado de PSA—rFIX se determina
una actividad especifica de > 50% en comparacion con el rFIX nativo.

Ejemplo de referencia 19

Acoplamiento de aminooxi-PSA a rFVlla y purificaciéon del conjugado

Una solucién de 10 mg de rFVlla en 5 ml de tampdn de reaccion (Hepes 50 mM, cloruro de sodio 150 mM, cloruro
de calcio 5 mM, pH 6,0) se mezcla con una solucidon acuosa de NalO4 (concentracion final: 100 uM) y se incuba
durante 1 hora a 4 °C con agitacion suave en oscuridad y se inactiva mediante la adiciéon de una solucidon acuosa de
cisteina (concentracion final: 1 mM) durante 15 minutos. La mezcla de reaccion se somete después a UF/DF. A la
fraccion retenida (10 ml) se afiade un exceso molar de 30 veces del reactivo aminooxi (preparado segun el Ejemplo
1). La reaccion de acoplamiento se lleva a cabo durante 2 horas a temperatura ambiente en oscuridad con agitacion
suave. El exceso de reactivo de aminooxi se retira mediante HIC. La conductividad de la mezcla de reaccion se
eleva a 130 mS/cm mediante la adicién de un tampoén que contiene acetato de amonio (Hepes 50 mM, NaCl 350
mM, cloruro de calcio 5 mM, acetato de amonio 8M, 0,01 % de Tween 80, a pH 6,9) y se carga sobre una columna
HiTrap butilo FF (5 ml, GE Healthcare, Fairfield, CT) preequilibrada con Hepes 50 mM, acetato de amonio 2,5 M,
cloruro de sodio 350 mM, cloruro de calcio 5 mM, 0,01 % de Tween 80, a pH 6,9. Posteriormente, el conjugado se
eluye con Hepes 50 mM, cloruro de calcio 5 mM, 0,01 % de Tween 80, a pH 7,4 mediante un gradiente lineal de
tampon de elucion al 100 % en 20 VC. Por ultimo, las fracciones que contienen PSA-rFVlla se recogen y se
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someten a UF/DF mediante el uso de una membrana de 30 kD hecha de celulosa regenerada (Vivaspin). La
preparacion se caracteriza analiticamente mediante la medicion de la proteina total (BCA) y la actividad
cromogénicA del FVlla (ensayo Staclot, Diagnostica Stago, Asniéres, Francia) y muestra una actividad especifica
de> 20 % en comparacion con el material de partida rFVila.

Ejemplo de referencia 20

Acoplamiento de aminooxi-PSA a rFVlla en presencia de anilina como catalizador nucleofilico

A 3,0 mg de rFVlla, disuelto en 1,4 ml de tampdn de acetato de sodio 50 mM, a pH 6,0, se afiadieron 14,1 pl de una
solucion de peryodato de sodio acuoso (10 mM). La mezcla se agita en la oscuridad durante 1 hora a 4 °C y se
inactivo durante 15 minutos a temperatura ambiente mediante la adicion de 1,5 ul de glicerol 1 M. Los contaminantes
de bajo peso molecular se retiran por medio de cromatografia de exclusién por tamafio (SEC) empleando columnas
de desalado PD-10 (GE Healthcare, Fairfield, CT). 3 mg de rFVlla oxidado, disueltos en 3 ml de tampon de acetato
de sodio 50 mM, a pH 6,0 se mezclan con anilina (un catalizador nucleofilico, concentracion final: 10 mM) y se agitan
durante 30 minutos a temperatura ambiente. A continuacion, se aflade aminooxi-PSA para dar un exceso molar de 5
veces Y la mezcla se agita durante 2 horas a temperatura ambiente. Después, el exceso de reactivo de PSA se retira
por medio de HIC. La conductividad de la mezcla de reaccion enfriada se eleva a 180 mS/ cm y se cargé en una
columna de 5 ml HiTrap Butyl FF (GE Healthcare, Fairfield, CT) HIC (1,6 x 2,5 cm), preequilibrada con HEPES 50
mM, cloruro sédico 3 M, cloruro calcico 6,7 mM, 0,01 % de Tween 80, a pH 6,9. El conjugado se eluye con un
gradiente lineal con HEPES 50 mM, cloruro calcico 6,7 mM, 0,005 % de Tween 80, a pH 7,4 en 20 VC con un caudal
de 5 ml/min.

Ejemplo de referencia 21

Preparacién de un reactivo aminooxi-PEG

Un PEG-aldehido ramificado (PM 40 kD) se utiliza para el acoplamiento con el enlazador diaminooxi, que se prepara
como se describe en el Ejemplo 1. Este reactivo PEG-aldehido esta disponible en NOF (NOF Corp., Tokio, Japén).
500 mg de PEG-aldehido se disuelven en 8 ml de tampdn acetato de sodio 50 mM, a pH 5,5. A continuacion, se
afaden 100 mg de 3-oxa-pentano-1,5-dioxiamina. Después de agitar durante 2 horas a temperatura ambiente, se
afiaden 44 mg de cianoborohidruro de sodio. Después de agitar durante otras 4 horas a 4 °C, la mezcla de reaccién
se carga en un casete de dialisis -Slide—A-Lyzer (Pierce, Rockford, IL) (membrana de 3,5 kD, celulosa regenerada)
y se dializo6 frente a PBS a pH 7,2 durante 4 dias. El producto se congela a -80 ° C.

Ejemplo de referencia 22

PEGilacion de rFIX con un reactivo aminooxi PEG

El rFIX se pegila mediante el uso de un reactivo lineal de PEGilacion de 20 kD que contiene un grupo aminooxi. Un
ejemplo de este tipo de reactivo es la serie Sunbright ® CA de NOF (NOF Corp., Tokio, Japén). El rFIX se oxida a
una concentracion de proteina de 2 mg/ml con NalO4 (concentracion final:100 uM) durante 1 hora en agitacion suave
en oscuridad a 4 °C en tampodn de reaccion (Hepes 50 mM, cloruro sédico 150 mM, cloruro de calcio 5 mM, pH 6,0) y
se inactiva mediante la adicién de una solucidon acuosa de glicerol (concentracion final: 1 mM) durante 15 minutos.
La mezcla de reaccion se somete después a UF/DF. A la fraccién retenida se afiade un exceso molar de 3 veces de
reactivo aminooxi y anilina (un catalizador nucleofilico, concentracion final: 10 mM). La reaccién de acoplamiento se
lleva a cabo durante 2 horas a temperatura ambiente en oscuridad con agitacion suave. Por ultimo, el conjugado de
PEG-rFIX se purifica mediante cromatografia de intercambio i6nico sobre Q-Sepharose FF. 1,5 mg de proteina/ml
de gel se cargan en la columna preequilibrada con Tris 50 mM, pH 8,0. El conjugado se eluye con Tris 50 mM vy
cloruro de sodio 1 M, a pH 8,0 en 20 VC y luego se somete a UF/DF utilizando una membrana de 30 kD. La
preparacion se caracteriza analiticamente mediante la medicion de la proteina total (BCA) y la actividad cromogénica
de FIX. Para el conjugado de PEG—rFIX se determina una actividad especifica de > 75 % en comparacién con el
rFIX nativo.

Ejemplo de referencia 23

PEGilacion de rFVIII con un reactivo aminooxi PEG

El rFVIII se pegila mediante el uso de un reactivo lineal de PEGilaciéon de 20 kD que contiene un grupo aminooxi. Un
ejemplo de este tipo de reactivo es la serie Sunbright ® CA de NOF (NOF Corp., Tokio, Japdn). El Rfviii se oxida a
una concentracion de proteina de 1 mg/ml con NalO4 (concentracion final:100 uM) durante 1 hora en agitacion suave
en oscuridad a 4 °C en tampén de reaccion (Hepes 50 mM, cloruro sédico 150 mM, cloruro de calcio 5 mM, pH 6,0) y
se inactiva mediante la adicion de una soluciéon acuosa de cisteina (concentracion final: 1 mM) durante 15 minutos.
La mezcla de reaccién se somete después a UF/DF. A la fraccion retenida se afiade un exceso molar de 20 veces
de reactivo aminooxi y anilina (un catalizador nucleofilico, concentracion final: 10 mM). La reaccion de acoplamiento
se lleva a cabo durante 2 horas a temperatura ambiente en oscuridad con agitaciéon suave. Por ultimo, el conjugado
de PEG-rFVIII se purifica mediante cromatografia de intercambio i6nico sobre Q-Sepharose FF. 1,5 mg de
proteina/ml de gel se carga en la columna preequilibrada con tampén Hepes 50 mM, pH 7,4 que contiene CaCl; 5
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mM. El conjugado se eluye con tampdn Hepes 50 mM que contiene CaCl, 5 mM y cloruro de sodio 500 mM, a pH
7,4 y después se somete a UF/DF utilizando una membrana de 30 kD. La caracterizacion analitica del conjugado
mediante ensayo cromogeénico del FVIIl y la determinacion de la proteina total (ensayo BCA) muestra una actividad
especifica de > 60 % en comparacion con el material de partida rFVIII.

Ejemplo de referencia 24

PEGilacion de rFVlla con un reactivo aminooxi PEG

El rFVIla se pegila mediante el uso de un reactivo lineal de PEGilacion de 20 kD que contiene un grupo aminooxi. Un
ejemplo de este tipo de reactivo es la serie Sunbright ® CA de NOF (NOF Corp., Tokio, Japon). El rFVIla se oxida a
una concentracion de proteina de 2 mg/ml con NalO4 (concentracion final:100 uM) durante 1 hora en agitacion suave
en oscuridad a 4 °C en tampon de reaccion (Hepes 50 mM, cloruro sédico 150 mM, cloruro de calcio 5 mM, pH 6,0) y
se inactiva mediante la adicién de una solucidon acuosa de glicerol (concentracion final: 1 mM) durante 15 minutos.
La mezcla de reaccion se somete después a UF/DF. A la fraccion retenida se afiade un exceso molar de 5 veces de
reactivo aminooxi y anilina (un catalizador nucleofilico, concentracion final: 10 mM). La reaccién de acoplamiento se
lleva a cabo durante 2 horas a temperatura ambiente en oscuridad con agitacion suave. Por ultimo, el conjugado de
PEG-rFVlla se purifica mediante cromatografia de intercambio idnico sobre Q-Sepharose FF. 1,5 mg de proteina/ml
de gel se cargan en la columna preequilibrada con tampén Hepes 20 mM que contiene CaCl; 1 mM a pH 1. El
conjugado se eluye con tampén Hepes 20 mM que contiene CaCl; 1 mM y cloruro sédico 500 mM a pH 7,4 y luego
se somete a UF/DF utilizando una membrana de 30 kD. La caracterizacion analitica del conjugado mediante la
medicion de la actividad del FVlla (ensayo Staclot, Diagnostica Stago, Asnieres, Francia) y de proteina total (ensayo
BCA) muestra una actividad especifica de > 25 % en comparacion con el material de partida rFVlla.

Ejemplo de referencia 25

PEGilacion de rFIX con un reactivo PEG-hidrazida

El rFIX se pegila mediante el uso de un reactivo lineal de PEGilacién de 20 kD que contiene un grupo hidrazida. Un
ejemplo de este tipo de reactivo es la serie Sunbright ® HZ de NOF (NOF Corp., Tokio, Japén). El rFIX se oxida a
una concentracion de proteina de 2 mg/ml con NalO4 (concentracion final: 100 uM) durante 1 hora en agitacion
suave en oscuridad a 4 °C en tampodn de reaccion (Hepes 50 mM, cloruro sédico 150 mM, cloruro de calcio 5 mM,
pH 6,0) y se inactiva mediante la adicion de una solucién acuosa de glicerol (concentracion final: 1 mM) durante 15
minutos. La mezcla de reaccion se somete después a UF/DF. A la fraccién retenida se afiade un exceso molar de 50
veces de reactivo hidrazida y anilina (un catalizador nucleofilico, concentraciéon final: 10 mM). La reaccion de
acoplamiento se lleva a cabo durante 2 horas a temperatura ambiente en oscuridad con agitacion suave. Por ultimo,
el conjugado de PEG-rFIX se purifica mediante cromatografia de intercambio i6nico sobre Q-Sepharose FF. La
mezcla de reaccion se carga en la columna (1,5 mg de proteina/ml de gel), que esta preequilibrada con tampén Tris
50 mM, pH 8,0. El conjugado se eluye con 20 VC de tampodn Tris a pH 8,0 (Tris 50 mM, NaCl 1 M) y luego se somete
a UF/DF utilizando una membrana de 30 kD. La preparacién se caracteriza analiticamente mediante la mediciéon de
la proteina total (BCA) y la actividad cromogénica de FIX. Para el conjugado de PEG-rFIX, se determina una
actividad especifica de > 50% en comparacion con el rFIX nativo (ensayo cromogénico).

Ejemplo 26

Polisialilaciéon de rFVIII en presencia de anilina 2 mM

El rFVIII se transfiere al tampdn de reaccion (Hepes 50 mM, cloruro de sodio 350 mM, cloruro de calcio 5 mM, 0,01
% de Tween 80, pH 6), se diluye a una concentracion de proteina de 1 mg/ml y se oxida con NalO4 (concentracién
final: 100 uM) durante 1 hora en agitacion suave en oscuridad a 4 °C en tampon de reacciéon (Hepes 50 mM, cloruro
sédico 150 mM, cloruro de calcio 5 mM, pH 6,0) y se inactiva mediante la adicién de una soluciéon acuosa de cisteina
(concentracion final: 1 mM) durante 15 minutos. La mezcla de reaccion se somete después a UF/DF. A la fraccion
retenida se afiade un exceso molar de 20 veces de reactivo aminooxi y anilina (un catalizador nucleofilico,
concentracion final: 2 mM). La reaccion de acoplamiento se lleva a cabo durante 2 horas a temperatura ambiente en
oscuridad con agitacion suave. El exceso de reactivo de aminooxi se retira mediante HIC. La conductividad de la
mezcla de reaccién se eleva a 130 mS/cm mediante la adicion de un tampdn que contiene acetato de amonio
(Hepes 50 mM, cloruro de sodio 350 mM, cloruro de calcio 5 mM, acetato de amonio 8M, 0,01 % de Tween 80, a pH
6,9) y se carga sobre una columna rellena con 43 ml de butil Sepharose FF (GE Healthcare, Fairfield, CT)
preequilibrada con Hepes 50 mM, acetato de amonio 2,5 M, cloruro de sodio 350 mM, cloruro de calcio 5 mM, 0,01
% de Tween 80, a pH 6,9. Posteriormente, el conjugado se eluye con Hepes 50 mM, cloruro de calcio 5 mM, 0,01 %
de Tween 80, a pH 7,4. Por ultimo, las fracciones que contienen PSA-rFIX se recogen y se someten a UF/DF
mediante el uso de una membrana de 30 kD hecha de celulosa regenerada (Millipore, Billerica, MA). La preparacion
se caracteriza analiticamente mediante la medicién de la proteina total (BCA) y la actividad cromogénica de FVIII.
Para el conjugado de PSA—rFVIIl se determina una actividad especifica de > 80 % en comparacion con el rFVIII
nativo.

Ejemplo 27
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Polisialilacion de rFVIII en presencia de anilina 10 mM

El rFVIII se transfiere al tampdn de reaccion (Hepes 50 mM, cloruro de sodio 350 mM, cloruro de calcio 5 mM, 0,01
% de Tween 80, pH 6), se diluye a una concentracion de proteina de 1 mg/ml y se oxida con NalO4 (concentracién
final: 100 uM) durante 1 hora en agitacion suave en oscuridad a 4 °C en tampdn de reaccion (Hepes 50 mM, cloruro
sodico 150 mM, cloruro de calcio 5 mM, pH 6,0) y se inactiva mediante la adicién de una solucidon acuosa de cisteina
(concentracion final: 1 mM) durante 15 minutos. La mezcla de reaccion se somete después a UF/DF. A la fraccion
retenida se afiade un exceso molar de 20 veces de reactivo aminooxi y anilina (un catalizador nucleofilico,
concentracion final: 10 mM). La reaccion de acoplamiento se lleva a cabo durante 2 horas a temperatura ambiente
en oscuridad con agitacion suave. El exceso de reactivo de aminooxi se retira mediante HIC. La conductividad de la
mezcla de reaccién se eleva a 130 mS/cm mediante la adicion de un tampdn que contiene acetato de amonio
(Hepes 50 mM, cloruro de sodio 350 mM, cloruro de calcio 5 mM, acetato de amonio 8M, 0,01 % de Tween 80, a pH
6,9) y se carga sobre una columna rellena con 43 ml de butil Sepharose FF (GE Healthcare, Fairfield, CT)
preequilibrada con Hepes 50 mM, acetato de amonio 2,5 M, cloruro de sodio 350 mM, cloruro de calcio 5 mM, 0,01
% de Tween 80, a pH 6,9. Posteriormente, el conjugado se eluye con Hepes 50 mM, cloruro de calcio 5 mM, 0,01 %
de Tween 80, a pH 7,4. Por ultimo, las fracciones que contienen PSA-rFIX se recogen y se someten a UF/DF
mediante el uso de una membrana de 30 kD hecha de celulosa regenerada (Millipore, Billerica, MA). La preparacion
se caracteriza analiticamente mediante la medicion de la proteina total (BCA) y la actividad cromogénica de FVIII.
Para el conjugado de PSA—rFVIIl se determina una actividad especifica de > 80 % en comparacion con el rFVIII
nativo.

Ejemplo de referencia 28

PEGilacion de una proteina de coagulacién sanguinea utilizando PEG ramificado

La PEGilacion de una proteina de coagulacion sanguinea (tal como FIX, FVIIl y FVIla, como se describe en los
Ejemplos 22-25) se puede extender a un reactivo de PEGilacién ramificado o lineal como se describe en el Ejemplo
21, que esta constituido por un aldehido y un enlazador adecuado que contiene un grupo aminooxi activo.
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<110> Baxter International Inc. Baxter Healthcare S.A.
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<151>21-05-2010

<160> 1
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de conjugacion de un acido polisialico (PSA), que contiene un grupo aminooxi activo, a un resto
de hidrato de carbono oxidado de una proteina de coagulaciéon sanguinea, que comprende poner en contacto el
resto de hidrato de carbono oxidado con un PSA activado en condiciones que permitan la conjugacion;

en el que dicha proteina de coagulacion sanguinea tiene actividad biolégica del Factor IX (FIX) o actividad bioldgica
del Factor VIII (FVIII);

en el que dicho resto de hidrato de carbono se oxida a través de incubacién con un tampén que comprende un
agente oxidante seleccionado del grupo que consiste en peryodato de sodio (NalO,), tetraacetato de plomo
(Pb(OAC).) y perrutenato de potasio (KRuOa); y

el que un enlace oxima se forma entre el resto de hidrato de carbono oxidado y el grupo aminooxi activo en el PSA.

2. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el acido polisialico (PSA) esta comprendido de
aproximadamente 10 - 300 unidades de acido sialico.

3. El procedimiento segun la reivindicacion 1 o 2, en el que el agente oxidante es peryodato de sodio (NalOy).

4. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 3, en el que el resto de hidrato de carbono oxidado de la
proteina de coagulacion sanguinea se encuentra en el péptido de activacion de la proteina de coagulacion
sanguinea.

5. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el acido polisialico (PSA) se prepara haciendo
reaccionar un enlazador aminooxi activado con PSA oxidado;

en el que el enlazador aminooxi se selecciona del grupo que consiste en:

a) un enlazador 3-oxa-pentano-1,5-dioxiamina de formula:

y
b) un enlazador 3,6,9—trioxa—undecano-1,11—dioxiamina de formula:

en la que el PSA se oxida a través de incubacion con un agente oxidante para formar un grupo aldehido terminal en
el extremo no reductor del PSA.

6. El procedimiento de acuerdo con la reivindicaciéon 5, en el que el enlazador aminooxi es 3-oxa-pentano-1,5-
dioxiamina.

7. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 5, en el que el agente oxidante es peryodato de sodio (NalO,).

8. El procedimiento de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en el que la puesta en contacto del
resto de hidrato de carbono oxidado con el grupo aminooxi activo del acido polisialico (PSA) se produce en un
tampon que comprende un catalizador nucledfilo seleccionado del grupo que consiste en anilina y derivados de
anilina.

9. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacion 1, que comprende ademas la etapa de reducir un enlace oxima
en la proteina de coagulacion sanguinea conjugada mediante la incubacion de la proteina de coagulacion sanguinea
conjugada en un tampén que comprende un compuesto reductor seleccionado del grupo que consiste en
cianoborohidruro de sodio (NaCNBH3) y acido ascorbico (vitamina C).

10. El procedimiento de acuerdo con la reivindicacién 9, en el que el compuesto reductor es cianoborohidruro de
sodio (NaCNBHa).

11. Una proteina de coagulacion sanguinea modificada producida por el procedimiento de acuerdo con una
cualquiera de las reivindicaciones 1-8.

12. Una proteina de coagulacion sanguinea modificada que comprende:

(a) una proteina de coagulacion sanguinea que tiene actividad biolégica del Factor IX (FIX) o actividad biolégica
del Factor VIII (FVIII); y

(b) al menos un PSA aminooxi unido a la proteina de coagulacién sanguinea de (a), en el que dicho aminooxi
PSA se une a la proteina de coagulacion sanguinea a través de uno o mas restos de hidrato de carbono.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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Transferencia anti-FIX

Figura 6
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Figura 7
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Figura 8
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