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DESCRIPCION
Procedimiento de fabricaciéon de Factor VIII que tiene una relacion mejorada de FVIII:C/FVIII:AG

La presente invencién esta relacionada con un procedimiento de fabricacién de un Factor VIII que tiene una relacion
mejorada de FVIII:C/FVIII:Ag en el producto de Factor VIII usando cromatografia y un medicamento que comprende
el producto que puede obtenerse por el procedimiento de la invencién con un contenido monomérico de 298 %.

Antecedentes de la invencion

La molécula de Factor VIl nativa esta en condiciones normales en circulacion en un complejo que tiene una cadena
ligera (para FVIII tanto obtenido de plasma de longitud completa como con supresion del dominio B; 80 kDa) y una
pesada (para Factor VIII obtenido de plasma o recombinante de longitud completa 200 kDa y para Factor VI
recombinante con supresion del dominio B 90 kDa). Las condiciones exactas de la asociacion de la cadena pesada y
la ligera no se conocen en detalle, pero algunos articulos sugieren la implicacion de un enlace iénico metalico que
junto con interacciones hidréfobas forma y mantiene unido el complejo. Se ha sugerido que diferentes iones
metalicos toman parte en la interaccion, incluyendo calcio, cobre, cinc, manganeso, etc.(! Para un producto de
Factor VIII con supresion del dominio B recientemente desarrollado, se ha indicado que la molécula contenia tres
iones metalicos; calcio, cobre y cinc.® Sin el enlace metalico las cadenas ligera y pesada de la molécula de Factor
VIl solas no tienen actividad bioldgica pero si aln actividad antigénica. Se ha publicado en varias publicaciones® 4
que hay un riesgo in vivo de formacion de inhibidores especialmente para la cadena ligera de Factor VIIl. Por lo
tanto, en el producto de Factor VIII inyectado en pacientes, deberian estar presentes cantidades tan bajas de cadena
ligera y pesada individual como fuera posible, la relacion de actividad de FVIII:C/FVIII:Ag deberia ser cercana a 1,0
(uno)®, especialmente con respecto a la cadena ligera de Factor VIII.

En general, la agregacion de proteinas es un factor de riesgo en un procedimiento de purificacion no solo debido a
pérdidas del producto deseado sino también con respecto a formacion de inhibidor potencial®. En determinadas
condiciones bioquimicas el Factor VIII recombinante puede agregarse(” 8 lo que dara como resultado una reduccion
significativa de su actividad bioldgica. Un producto de Factor VIII con Factor VIl agregado contendra por lo tanto
formas inactivas de Factor VIII con un contenido monomérico <100 %. El contenido monomérico de un producto
proteico farmacéutico deberia ser cercano a 100 % con una cantidad tan baja como sea posible de formas inactivas
de Factor VIII (agregados, fragmentos, etc.).

Se han descrito muchos procedimientos para purificacion de Factor VIl de plasma o cultivos que producen de forma
recombinante Factor VIII (rFVIII). Como ejemplo el documento WO 2009/156430 desvela una serie de etapas
cromatograficas para purificacion de Factor VI, incluyendo una etapa de afinidad basada en Fab no obtenida de
animal en la que el ligando de 13 kDalton se une con la cadena ligera de Factor VIII. Otras etapas cromatograficas
mencionadas en la solicitud incluye resinas de modo mixto aniénicas y catiénicas, intercambio catiénico, intercambio
anionico y filtracion en gel. No se proporciona informacién con respecto a la retirada de formas inactivas o el
contenido de agregado de Factor VIl en esta solicitud de patente. En el articulo; Purification and characterization of
a new recombinant Factor VIII® se describe un procedimiento de purificacién cromatografica de cuatro etapas de
Factor VIl incluyendo una etapa de afinidad con un anticuerpo monoclonal como ligando que se une con la cadena
pesada de Factor VIII. Las otras tres etapas son una resina de cromatografia de modo mixto, una resina de
intercambio anidnico y una etapa de filtracion en gel, no se proporciona informacién con respecto a la retirada de
formas inactivas o el contenido de agregado de Factor VIII en este articulo. En el articulo; Development and
validation of an affinity chromatography step using a peptide ligand for cGMP production of Factor VIII(1%), se describe
un procedimiento de cromatografia de cinco etapas que incluye una etapa de afinidad basada en péptidos en la que
el ligando de 2,7 kDalton se une con la cadena ligera de Factor VIII. Se describe que el exceso de cadena ligera de
Factor VIII del procedimiento de cultivo se retira durante lavado de la resina de afinidad peptidica. Las otras cuatro
etapas de cromatografia son resina de intercambio cationico, resina de intercambio anionico, resina de interaccion
hidréfoba y una etapa de filtracion en gel. Se indica que dos etapas cromatograficas después de la resina de afinidad
peptidica retiran el exceso de cadena ligera de Factor VIII, pero no se define adicionalmente en cual de las etapas.
No se proporciona informacion con respecto a la retirada de otras formas inactivas distintas de la cadena ligera de
Factor VIII o el contenido de agregado de Factor VIII en este articulo. En el articulo; application for a novel affinity
adsorbent for the capture and purification of recombinant Factor VIII compounds('!), se describe una resina de
afinidad de ligando de 13 kDalton basado en Fab para purificacion de Factor VIII, no se proporciona informacién con
respecto a la retirada de formas inactivas o el contenido de agregado de Factor VIII en este articulo.

Como se describe en los articulos® (12, los productos de Factor VIII recombinantes disponibles comercialmente en
el mercado contienen formas de Factor VIII inactivas, como se mide con la relacién de Factor VIl biolégicamente
activo (Factor VIII:C) con respecto a la cantidad total de Factor VIII (Factor VIII:Ag), con un potencial de efectos
negativos para los pacientes con respecto a reacciones inmunolégicas.

El Factor VIl biolégicamente activo se define como Factor VIII que tiene actividad de Factor VIl que en condiciones
normales in vivo puede activarse a Factor Vllla mediante reacciones enzimaticas, que es una parte esencial de la
cascada de coagulacion con la intencion de detener hemorragias. Puede medirse el Factor VIII biolégicamente activo
con diferentes procedimientos analiticos in vitro (FVIII:C), por ejemplo ensayo cromogénico de FVIII y/o ensayo de
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coagulacion de un estadio.('® El ensayo cromogénico es un procedimiento fotométrico de dos estadios que mide la
actividad biolégica de Factor VIII como un cofactor. El Factor VIII activa el Factor X a Factor Xa, que a su vez se
escinde enzimaticamente en un producto que puede cuantificarse de forma espectrofotométrica. El ensayo de
coagulacién de un estadio se basa en la capacidad de una muestra que contiene Factor VIl para corregir el tiempo
de coagulacion del plasma deficiente en Factor VIII en presencia de fosfolipido, activador de contacto e iones de
calcio. El tiempo de aparicion de un coagulo de fibrina se mide en una etapa.

El documento WO-A-2008/134310 desvela un procedimiento para estabilizar una solucion a granel de proteina
recombinante para almacenamiento congelado, que comprende proporcionar una soluciéon parcialmente purificada
de proteina recombinante que tiene una concentracion de sal monovalente de al menos 100 nM y afadir un
carbohidrato a dicha solucién en una cantidad suficiente que, tras congelacion, la solucién tiene una temperatura de
transicion de vidrio de -56 °C o mas.

El documento WO 2010/115866A1 desvela moléculas y polipéptidos que comprenden al menos una secuencia de
aminoacidos que tiene identidad significativa con (homologia con) Factor VIII humano o parte o partes
bioldgicamente activas del mismo, moléculas relacionadas (tales como acidos nucleicos que codifican dichos
polipéptidos), composiciones (tales como formulaciones farmacéuticas) que comprenden tales polipéptidos y
procedimientos para preparar y usar dichos polipéptidos.

El documento WO 97/33178A1 desvela un procedimiento para ensayar la idoneidad de fracciones proteicas que
contienen Factor VIII, cuyo procesamiento adicional implica un estadio de pasteurizacion, implica ensayar el material
de partida para fragmentos en el intervalo de 20-50 kD. Los fragmentos de Factor VIII en este intervalo dan lugar
evidentemente a formaciones inhibidoras en pacientes previamente tratados con Factor VIII. Pueden usarse incluso
lotes contaminados con estos fragmentos para producir Factor VIII sin virus muy puro aplicando cromatografia de
exclusién por tamafio en materiales hidrofilos.

El documento US 4.675.385 A desvela un procedimiento rapido y sencillo para purificar Factor VIII de proteina
procoagulante humana, bovina y porcina en una gran escala usando cromatografia de exclusién por tamafio de alto
rendimiento secuencial en, en primer lugar, condiciones de baja concentracion salina y, en segundo lugar, en
condiciones de alta concentracion salina de concentrado de Factor VII:C (Factor VIII en complejo) comercial
reconstituido. La separacion cromatografica se lleva a cabo en una columna cromatografica de exclusion por tamafio
de alto rendimiento con perlas porosas que tienen un tamafio de particula de aproximadamente 13 a
aproximadamente 35 micrometros, diametros de poro de aproximadamente 500 a aproximadamente 2000
Angstroms y un volumen de poro de aproximadamente 1,0 a aproximadamente 1,8 ml por gramo. La primera
separacion cromatografica se lleva a cabo en una solucion acuosa tamponada usando la solucién acuosa
tamponada como un eluyente. Los constituyentes de bajo peso molecular (impurezas) se separan de Factor VIl y
los constituyentes de alto peso molecular (impurezas). Puede llevarse a cabo una segunda separacion
cromatografica después de haberse disociado el Factor VIII en una solucién tamponada que tiene una concentracion
de ion de calcio de aproximadamente 0,25 a aproximadamente 0,45 M. La segunda columna cromatografica se
empaqueta con algo de relleno como la primera columna y se eluye con una solucién acuosa tamponada que
contiene ion de calcio de 0,25 a 0,45 M. En una columna de 2,5x60 cm, pueden purificarse 4 g de concentrado de
Factor VIII comercial en menos de dos horas. El procedimiento es susceptible de aumento de escala.

El documento EP 0 412 466 A2 desvela un procedimiento para la preparacion de un concentrado de Factor VIl
pasteurizado con alta actividad especifica y estabilidad y comprende impurezas que se adsorben de la solucién que
contiene Factor VIl al menos mediante dos adsorciones usando Al(OH)s, un intercambiador anionico o Caz(PO4),,
preferentemente usando dos adsorbentes diferentes de este grupo.

El documento FR 2 650 393 A1 desvela la obtencién de un concentrado de Factor VIII que tiene una actividad
especifica y un alto rendimiento, estando dicho concentrado exento de proteina ajena de origen no humano. Se
deposita Factor VIII obtenido por cualquier procedimiento en una columna que contiene un gel de intercambio
anionico preequilibrado con un primer tampon. Después de haber cargado el Factor VIl en la columna, el gel se lava
con un segundo tampon hasta que se obtiene una densidad 6ptica menor de 0,1. El Factor VIII purificado se libera
después del gel con un tercer tampoén. Después de la cromatografia, la actividad especifica es de 30/1600 Ul/mg.

Cheng, Elisabeth y col., desvela en Biotechnology Letters, v.32, n.9, p.1207-1214, 2010, que FVIIl humano se
purificé directamente del plasma usando cromatografia de intercambio anidnico seguido de filtracion en gel. Se
ensayaron tres resinas Q-Sepharose, dando como resultado 40 % de recuperacion de la actividad de FVIII usando
resina Q-Sepharose XL, aproximadamente 80 % usando Q-Sepharose Fast Flow y 70 % usando las Q-Sepharose
Big Beads. Los factores de coagulacion dependientes de vitamina K coeluyeron con FVIIl de las columnas de
intercambio anidénico. En la segunda etapa de purificacion, cuando se usé Sepharose 6FF, se recuperd 70 % de la
actividad de FVIII sin factores dependientes de vitamina K.

Breve descripcion de la invenciéon

Un objeto de la invencién es proporcionar un procedimiento para reducir la cantidad de cadena ligera y pesada
individual en un procedimiento de fabricacion de Factor VIII y para proporcionar un producto de alto contenido
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monomeérico, en particular para Factor VIII producido de forma recombinante. Otro objeto de la invencion es
proporcionar un producto de Factor VIII, en el que se retiran esencialmente cadena ligera y pesada individual
(fragmentos) y formas de Factor VIII agregadas y que el producto de Factor VIII monomérico esencial resultante
pueda almacenarse en estado congelado y/o liofilizado durante varios afios, manteniendo su contenido de Factor VIl
monomeérico alto.

Sorprendentemente los inventores de la presente invencién han descubierto que un procedimiento para fabricar un
producto de Factor VIII, que tiene una relacion de FVIII:C/FVIII:Ag de al menos 0,7 y un contenido monomeérico alto
en el producto de Factor FVIIl usando cromatografia, es capaz de resolver el objeto que subyace a la invencion. El
procedimiento de la invencion comprende un funcionamiento en el que se realiza al menos una etapa cromatografica
por medio del uso de una resina de cromatografia de afinidad que tiene una afinidad por la unién especifica con el
Factor VIII que se efectia por un ligando de afinidad que se inmoviliza en la resina de cromatografia de afinidad,
dicho ligando de afinidad es un fragmento de anticuerpo Fab obtenido de levadura de 13 kD dirigido a la molécula de
Factor VIII, en el que

- se produce union de Factor VIl con la resina de cromatografia de afinidad en condiciones de baja salinidad
equivalentes a una concentracion de cloruro sédico de 0,1 - 0,5 mol/kg,

- lavado de la resina de cromatografia de afinidad en concentracion salina aumentada en el intervalo de 0,3 - 4
mol/kg de cloruro sédico para la retirada de la cadena ligera, y

- elucién y recogida de Factor VIII en una fraccion separada empleando una concentracion salina en el intervalo de
0,5 - 4 mol/kg de cloruro sédico en combinacion con etilenglicol 40-60 %, y

en el que la carga de la resina de cromatografia de afinidad con Factor VIII biolégicamente activo es de al menos
10.000 Ul/ml de resina.

Dicho ligando de afinidad se une con la parte de cadena ligera de la molécula de FVIIl. De forma sorprendente, en
una solucion que comprende una mezcla que contiene Factor VIII nativo formado por la cadena ligera y pesada de
Factor VIII en complejo y la cadena ligera de FVIII individual sin ninguna actividad bioldgica de FVIII, la cadena ligera
de FVIII sin ninguna actividad biolégica de coagulacion podria retirarse de la mezcla por procesamiento sobre dicha
resina de afinidad empleando condiciones de lavado especificas. El experto en la materia esperaria que se retirara
también una cantidad significativa de la molécula de Factor VIII nativa, es decir el complejo de cadena pesada y
ligera.

Dicho ligando se inmoviliza en particular en una resina de cromatografia de afinidad mediante una rama espaciadora
hidrdfila, resina que es una matriz de base de agarosa reticulada, dicho ligando de afinidad es un fragmento de
anticuerpo Fab obtenido de levadura de 13 kD dirigido a la molécula de Factor VIl y disponible en el mercado de GE
Healthcare con el nombre comercial VIlISelect.

Segun una realizacion de la invencion, se realiza al menos una etapa cromatografica en el procedimiento por medio
del uso de al menos una etapa cromatografica en una resina de cromatografia de intercambio anidnico, que da como
resultado un contenido monomeérico de Factor VIl alto.

En otra realizacion de la presente invencion se realiza al menos una etapa cromatografica por medio del uso de una
etapa de cromatografia de exclusidn por tamafio en el procedimiento.

En otra realizacion de la invencion, usando las mismas etapas de cromatografia que para la retirada de
FVIII:C/FVIII:Ag, el contenido monomérico después del producto de Factor VIl es de 298 %.

En una realizacion adicional de la invencion, la relacion de FVIII:C/FVIII:Ag alta resultante y el contenido monomérico
de FVIII: alto de una etapa de cromatografia previa puede almacenarse durante al menos 12 meses,
preferentemente durante al menos 24 meses y mas preferentemente durante al menos 36 meses en estado
congelado y/o liofilizado, con propiedades sin cambios de FVIII:C/FVIII:Ag y/o un contenido monomérico de Factor
VIl alto, hasta su uso por un paciente.

Si se combinan dos de los tres procedimientos cromatograficos, que se han nombrado anteriormente, es posible
conseguir una relacién de FVIII:C/FVIII:Ag de al menos 0,8 y si se combinan los tres, entonces se hace posible una
relacién de al menos 0,9.

Por ejemplo una realizacion del procedimiento de la presente invencion esta representada por un procedimiento para
fabricar un producto de Factor VIII, que tiene una relacion de FVIII:C/FVIII:Ag de al menos 0,7 y que proporciona un
contenido monomérico de Factor VIl alto de 298 % y producto de Factor FVIIl no agregado esencial usando
cromatografia, en el que

etapa (a) se realiza al menos una etapa cromatografica por medio del uso de una resina de cromatografia de
afinidad que tiene una afinidad por la unién especifica con el Factor VIII que se efectua por un ligando de afinidad
que se inmoviliza en la resina de cromatografia de afinidad, dicho ligando de afinidad es un fragmento de anticuerpo
Fab obtenido de levadura de 13 kD dirigido a la molécula de Factor VIl con el procedimiento de la invencion, y

en el que

etapa (b) se realiza al menos una etapa cromatografica en una resina de cromatografia de intercambio aniénico. El
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orden de las etapas puede ser (b) después de (a) o (a) después de (b).

Segun una realizacion de la invencion también es posible realizar el siguiente procedimiento para fabricar un
producto de Factor VIII, que tiene una relacion de FVIII:C/FVIII:Ag de al menos 0,7 y que proporciona un contenido
monomeérico de Factor VIII alto de 298 % y producto de Factor FVIII no agregado esencial usando cromatografia, en
el que

etapa (a) se realiza al menos una etapa cromatografica por medio del uso de una resina de cromatografia de
afinidad que tiene una afinidad por la unién especifica con el Factor VIII que se efectia por un ligando de afinidad
que se inmoviliza en la resina de cromatografia de afinidad, dicho ligando de afinidad es un fragmento de anticuerpo
Fab obtenido de levadura de 13 kD dirigido a la molécula de Factor VIII con el procedimiento de la invencion, y

en el que

etapa (c) se realiza al menos una etapa cromatografica por medio del uso de una etapa de cromatografia de
exclusion por tamafio. El orden de las etapas puede ser (c) después de (a) o (a) después de (c).

Una realizacién adicional mas es la combinacion de los tres procedimientos cromatograficos como se ha descrito
anteriormente en el procedimiento de la invencion. Por ejemplo el procedimiento de la presente invencion esta
representado por un procedimiento para fabricar un producto de Factor VIII, que tiene una relacidon de
FVII:C/FVIII:Ag de al menos 0,9 y que proporciona un contenido monomérico de Factor VIl alto de 299 % y
producto de Factor FVIII no agregado esencial usando cromatografia,

en el que

etapa (a) se realiza al menos una etapa cromatografica por medio del uso de una resina de cromatografia de
afinidad que tiene una afinidad por la unién especifica con el Factor VIII que se efectua por un ligando de afinidad
que se inmoviliza en la resina de cromatografia de afinidad, dicho ligando de afinidad es un fragmento de anticuerpo
Fab obtenido de levadura de 13 kD dirigido a la molécula de Factor VIII con el procedimiento de la invencion, y

en el que

etapa (b) se realiza al menos una etapa cromatografica en una resina de cromatografia de intercambio aniénico, y
en el que

etapa (c) se realiza al menos una etapa cromatografica por medio del uso de una etapa de cromatografia de
exclusion por tamario. El orden de las etapas puede ser (a), (b), (c); (a), (c), (b); (c), (b), (a); (c), (a), (b); (b), (c), (a);
(b). (), (¢).

Segun la invencion, la molécula de Factor VIII usada en los procedimientos de la invencion es un complejo de una
cadena ligera y una cadena pesada y la relaciéon mejorada de FVIII:C/FVIII:Ag resulta del agotamiento de la cadena
ligera de Factor VIII, la cadena pesada de Factor VIl y/o cadena ligera de Factor Vlll/cadena pesada de Factor VI
disociadas del complejo. Las cadenas disociadas de Factor VIl pueden estar presentes originarias del procedimiento
de produccion de cultivo debido a mutaciones, degeneracion proteoliticalfisica etc., o debido a degradacion
enzimaticalfisica durante un procedimiento de purificacion. La cadena ligera de FVIII y/o cadena pesada de FVIII
disociadas formaran fragmentos de Factor VIII y/o agregados de Factor VIII dependiendo del ambiente, por ejemplo,
tampon, concentracion de proteinas, etc. Es por lo tanto ventajoso retirar todas las formas de Factor VIII que no son
monoméricas y/o poseen el potencial de formar agregados mas facilmente que la forma nativa de Factor VIII.

Segun otra realizacion de la invencion, la molécula de Factor VIII usada en el procedimiento de la invencion podria
unirse de forma no covalente y/o covalente con otras sustancias, por ejemplo, vVWF, PEG, HES y/o fragmentos F¢ de
anticuerpos, etc. para mejorar la prolongacion de la semivida del producto de Factor VI, llegando a la misma
solucioén de la invencién con alta relacion de actividad bioldgica y alto contenido monomérico del producto final.

En una realizacion particular de la invencién la etapa cromatografica de afinidad se realiza en condiciones que
posibilitan la unién de Factor VIl con la resina de afinidad y la retirada de la cadena ligera disociada por lavado,
antes de eluirse el Factor VIII. La resina de afinidad se ha disefiado para unirse con la cadena ligera en lugar de
otras partes de la molécula de Factor VIII. Esto se habilitdé mediante el uso de un ligando de afinidad de un tamario
especifico. Se sabe que ligandos de afinidad demasiado pequefios, por ejemplo moléculas sintetizadas quimicas,
debido a impedimento estérico en ocasiones tienen dificultades para unirse con la proteina diana. Por lo tanto el
tamafio del ligando de afinidad necesario para la invencion esta en el intervalo de = 10 kDalton. Debido a la fuerte
afinidad esperada por una molécula de fragmento Fab de este tamafio!'¥ y a que el ligando se dirige contra la
cadena ligera de FVIII, de hecho, por lo tanto fue sorprendente que la cadena ligera de FVIII pudiera retirarse por
lavado antes de eluir el complejo nativo que contiene la cadena pesada de FVIII junto con la cadena ligera de FVIII.
En particular, la resina de afinidad se basa en una matriz de agarosa reticulada con un tamario de particula promedio
de aproximadamente 74 um y que el ligando de afinidad del fragmento de anticuerpo Fa, obtenido de levadura de
aproximadamente 13 kD, se une con la matriz mediante una rama espaciadora hidréfila para hacer al ligando mas
disponible para la unién con la molécula de Factor VIII. El ligando de afinidad se une con la cadena ligera de Factor
VIl de la molécula de Factor VIII biolégicamente activa.

En otra realizacion del procedimiento de la invencion las condiciones cromatograficas de afinidad comprenden al
menos dos de las siguientes condiciones;

- una carga de resina de Factor VIII biolégicamente activo de mas de 20.000 Ul/ml de resina.
- Condiciones de tampodn durante la carga de Factor VIlI: NaCl aproximadamente 0,1- aproximadamente 0,5
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mol/kg, CaCl, aproximadamente 0,01- aproximadamente 0,05 mol/kg, L-histidina aproximadamente 0,01-
aproximadamente 0,05 mol/kg, Polisorbato 80 aproximadamente 0,005- aproximadamente 0,05 % (p/p), Triton X-
100 aproximadamente 0,5- aproximadamente 2 %, TNBP aproximadamente 0,1- aproximadamente 1 % a pH
6,2-6,8

- Condiciones de tampon durante el lavado: NaCl aproximadamente 0,5- aproximadamente 4 mol/kg, CaCl;
aproximadamente 0,01- aproximadamente 0,05 mol/kg, L-histidina aproximadamente 0,01- aproximadamente
0,05 mol/kg, Polisorbato 80 aproximadamente 0,005- aproximadamente 0,05 % (p/p) a pH 6,2-6,8

- Condicién de tampon durante la elucion de Factor VIII: NaCl aproximadamente 0,5- aproximadamente 4 mol/kg,
etilenglicol aproximadamente 40- aproximadamente 60 %, CaCl, aproximadamente 0,01- aproximadamente 0,05
mol/kg, L-histidina aproximadamente 0,01- aproximadamente 0,05 mol/kg, Polisorbato 80 aproximadamente
0,005- aproximadamente 0,05 % (p/p) a pH 6,2-6,8.

En otra realizacion particular del procedimiento de la invencion la cromatografia de intercambio anidnico se realiza
en condiciones que proporcionen una union de Factor VIl con la resina de cromatografia de intercambio anionico y
las formas biol6gicamente inactivas se retiran de la resina de cromatografia de intercambio aniénico antes o después
de la elucion de Factor VIII biolégicamente activo. El contenido de monémero de Factor VIl en la fraccion de elucion
es de 298 %. Segun esta realizacion particular del procedimiento de la invencion el Factor VIIl se carga en
condiciones de baja salinidad equivalentes a una concentracion de cloruro sédico de 0,01 - 0,15 mol/kg para union
de Factor VIl y se retiran formas inactivas de Factor VI, la resina de cromatografia de intercambio aniénico se lava
en condiciones de salinidad media equivalentes a una concentracion de cloruro sédico de 0,15 - 0,3 mol/kg para
retirada de formas inactivas de Factor VIII y el Factor VIl se eluye de la resina de cromatografia de intercambio
anionico y se recoge en una fraccion separada empleando condiciones de alta salinidad equivalentes a una
concentracion de cloruro sédico de 0,3 - 1 mol/kg.

Se eluyen formas inactivas adicionales de Factor VIII de la resina de cromatografia de intercambio anidnico y se
recogen en una fraccion separada empleando condiciones de alta salinidad equivalentes a una concentracion de
cloruro sédico de 1-2 mol/kg.

En una realizacion particular del procedimiento de la invencion, el Factor VIII biolégicamente inactivo se retira
mediante la etapa de cromatografia de intercambio aniénico, que da como resultado un contenido de monémeros de
298 % en la fraccion de elucion del producto, que comprende al menos dos de las siguientes condiciones
cromatograficas:

- una carga de resina de Factor VIl biolégicamente activo de al menos 10.000 Ul/ml de resina, preferentemente al
menos 15.000 Ul/ml de resina y mas preferentemente mas de 20.000 Ul/ml de resina;

- Condiciones de tampoén durante la carga de Factor VIII: NaCl aproximadamente 0,05- aproximadamente 0,15
mol/kg, CaCl, aproximadamente 0,01- aproximadamente 0,05 mol/kg, L-histidina aproximadamente 0,01-
aproximadamente 0,05 mol/kg, Polisorbato 80 aproximadamente 0,005- aproximadamente 0,05 % (p/p) a pH 6,0-
7,5;

- Condiciones de tampon durante el lavado: NaCl aproximadamente 0,15- aproximadamente 0,3 mol/kg, CaCl;
aproximadamente 0,01- aproximadamente 0,05 mol/kg, L-histidina aproximadamente 0,01- aproximadamente
0,05 mol/kg, Polisorbato 80 aproximadamente 0,005- aproximadamente 0,05 % (p/p) a pH 6,0-7,5;

- Condiciones de tampoén durante la elucion de Factor VIII; NaCl aproximadamente 0,3- aproximadamente 0,5
mol/kg, CaCl, aproximadamente 0,01- aproximadamente 0,05 mol/kg, L-histidina aproximadamente 0,01-
aproximadamente 0,05 mol/kg, Polisorbato 80 aproximadamente 0,005- aproximadamente 0,05 % (p/p) a pH 6,0-
7,5.

En una realizacién adicional del procedimiento de la invencién, la resina de intercambio aniénico es un
intercambiador aniénico fuerte con un ion de amonio cuaternario como ligando acoplado a una matriz de agarosa
6 % reticulada con un diametro esférico de aproximadamente 45- aproximadamente 165 ym, con una capacidad de
union a ion total de aproximadamente 0,18- aproximadamente 0,25 mmol/ml.

En otra realizacion particular del procedimiento de la invencion la cromatografia de exclusion por tamafio comprende
al menos dos de las siguientes condiciones cromatograficas:

- una carga de muestra de aproximadamente 4- aproximadamente 8 % del volumen de columna,

- una altura de columna de aproximadamente 60- aproximadamente 90 cm,

- una concentracion de Factor VIl biolégicamente activo en la carga de muestra de al menos 10.000 Ul/ml,
preferentemente al menos 15.000 Ul/ml y mas preferentemente mas de 20.000 Ul/ml,

- un tampdén de equilibrado de columna para agregacion de formas inactivas de Factor VIII; NaCl
aproximadamente 0,2- aproximadamente 0,7 mol/kg, CaCl, aproximadamente 0,01- aproximadamente 0,05
mol/kg, citrato sédico aproximadamente 0,01- aproximadamente 0,05 mol/kg, sacarosa aproximadamente 0,5-
aproximadamente 2 % (p/p), L-arginina aproximadamente 0,5- aproximadamente 2 % (p/p), Poloxamero 188
aproximadamente 0,1- aproximadamente 1 % (p/p) a pH 6,0-7,5,
en el que el Factor VIII biolégicamente activo se recoge en la forma monomérica, mientras que el Factor VI
inactivo se encuentra en la fraccion que contiene formas inactivas agregadas (podrian ser tanto fragmentos
agregados (inactivos) como Factor VIII monomeérico agregado (activo cuando es un monémero pero parcialmente
inactivo cuando esta agregado)) de un etapa de cromatografia de exclusion por tamafio y/o en la fraccién que
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contiene formas fragmentadas de Factor VIl de una etapa de cromatografia de exclusion por tamafio y

- la recogida de monémero de Factor VIl comienza cuando se registra un maximo de absorbancia de
aproximadamente 30- aproximadamente 40 mUA en la salida de la columna y se detiene cuando el maximo de
absorbancia vuelve a aproximadamente 1- aproximadamente 40 mUA, relacionado con 2-3 veces la cantidad de
aplicacion de muestra.

En una realizacion particular del procedimiento de la invencion, la resina de cromatografia de exclusiéon por tamafio
es un medio de agarosa/dextrano reticulado esférico con un diametro medio de aproximadamente 34 pm y un
intervalo de separacién 6ptimo entre 10.000 - 600.000 Dalton.

En ofra realizacion particular del procedimiento de la invencion el eluato de cromatografia de exclusién por tamafio
es estable durante al menos 12 meses, en particular 36 meses comprende al menos dos de las siguientes
condiciones:

- Una composicion de tampon que comprende; NaCl aproximadamente 0,2- aproximadamente 0,7 mol/kg, CaCl,
aproximadamente 0,01- aproximadamente 0,05 mol/kg, citrato sddico aproximadamente 0,01- aproximadamente
0,05 mol/kg, sacarosa aproximadamente 0,5- aproximadamente 2 % (p/p), L-arginina aproximadamente 0,5-
aproximadamente 2 % (p/p), Poloxamero 188 aproximadamente 0,1- aproximadamente 1 % (p/p) a pH 6,0-7,5,

- Una solucién congelada almacenada a <-60 °C,

- La congelacion de la soluciéon desde temperatura ambiente hasta <-40 °C se realiza en <90 minutos.

- La solucion congelada segun el almacenamiento a <-60 °C, se descongela hasta 18-25 °C a <90 minutos.

- La solucién descongelada se aplica a un procedimiento de liofilizacién después de ajuste de la concentracion de
Factor VIII con el tampo6n anteriormente mencionado y se carga en viales de vidrio a 250 Ul, 500 Ul, 1000 Ul,
2000 Ul, 3000 Ul, 4000 Ul o 5000 Ul de Factor VIII por vial.

- El producto liofilizado segun lo anterior en el que el contenido de mondmero de Factor VIl es 299 %.

- El producto liofilizado segun lo anterior que puede almacenarse al menos 12 meses, preferentemente 24 meses
y mas preferentemente 36 meses, sin cambios significativos en el mondémero de Factor VIII después de
reconstitucion y uso por el paciente.

- El producto reconstituido de lo anterior que tiene una composicién de tampoén de; NaCl aproximadamente 0,2-
aproximadamente 0,7 mol/kg, CaCl, aproximadamente 0,01- aproximadamente 0,05 mol/kg, citrato sédico
aproximadamente 0,01- aproximadamente 0,05 mol/kg, sacarosa aproximadamente 0,5- aproximadamente 2 %
(p/p), L-arginina aproximadamente 0,5- aproximadamente 2 % (p/p), Poloxamero 188 aproximadamente 0,1-
aproximadamente 1 % (p/p) a pH 6,0-7,5

También es materia objeto de la presente invencion un producto de Factor VIII que puede obtenerse segun el
procedimiento de la invencion para su uso en el tratamiento de la hemofilia y evitando la formacion de inhibidores
cuyo producto es estable en condicién congelada o liofilizada durante al menos 6 meses, preferentemente durante al
menos 12 meses, mas preferentemente durante al menos 24 meses y mas preferentemente hasta 36 meses.

En una realizacion de la invencion este Factor VIII puede obtenerse por el procedimiento particular de pasar las tres
etapas de purificacion descritas anteriormente, 1. etapa de afinidad, 2. etapa de intercambio anidnico, 3. etapa de
cromatografia de exclusion por tamafio en ese orden.

Proporcionando este orden de esquema de purificaciéon la calidad del producto de FVIII resultante con respecto a
alta relacion de C/Ag de FVIIl y alto contenido monomérico (igual a agregado y fragmentos bajos) se comparé con
productos de FVIII recombinantes en el mercado usando esquemas de purificacion diferentes®?). El producto de
Factor VIl de la presente invencién mostré resultados superiores con respecto a alta relacion de Factor VIII C/Ag y
alto contenido de monémeros y bajo contenido de fragmentos, como se puede ver en la Tabla 1. En una
comparacion adicional in vivo entre el producto de la invencién y un producto recombinante en el mercado, podrian
observarse cantidades reducidas de incidentes inhibidores en enfermos de hemofilia A previamente no tratados,
como se puede ver en la Tabla 2. El producto de rFVIIlI usando el procedimiento de purificacion A2 de la Tabla 2 no
tiene la misma alta capacidad para aumentar la relacion C/Ag de FVIIl y para revelar un producto con alto contenido
monomeérico y bajo contenido de fragmentos, que el procedimiento de purificacion de la invencion, que
aparentemente afecta a la cantidad de incidentes inmunoldgicos en enfermos de hemofilia A previamente no
tratados.

Tabla 1

FVII/ vial, Ul [FVIII:C, UI/mI|FVIII:Ag, Ul/ml | C/Ag |SEC-HPLC2, %

Agregado| Monémero | Fragmento

rFVIII acc. a proc. pur. A250 95 132 0,72 0 76 24
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(continuacion)

FVII/ vial, Ul [FVIII:C, Ul/mlI|FVIII:Ag, Ul/ml | C/Ag |SEC-HPLC2, %

Agregado| Monémero | Fragmento

rFVIIl acc. a proc. pur. A|1000 441 573 0,77 0 76 24
rFVIII acc. a proc. pur. A[3000 638 925 0,69 0 76 24
rFVIll acc. a proc. pur. B|1000 242 263 0,92 0 99 1
rFVIll acc. a proc. pur. C|500 104 130 0,8 0 77 23
rFVIIl acc. a proc. pur. C[1000 205 270 0,76 0 80 20
rFVIIl acc. a proc. pur. C[3000 600 732 0,82 0 77 23
rFVIIl acc. a proc. pur. |250 119 131 0,91 0 100 0
de inv.
rFVIIl acc. a proc. pur. {1000 494 531 0,93 0 100 0
de inv.
Tabla 2
Inhibidores de pacientes
FVIII: no tratados previamente
FVIlll |FVIIl: C,| Ag, (PNTP)', % (n=cantidad
vial, Ul | U/ml | Ul/ml | C/Ag SEC-HPLC2, % de pacientes)
Agregado | Mondmero | Fragmento

rFVIIl acc.
a proc. pur.| 250 95 132 0,72 0 76 24

A
rFVIIl acc.
a proc. pur.| 1000 441 573 0,77 0 76 24 35,2 (128)*

A
rFVIIl acc.
a proc. pur.| 3000 638 925 0,69 0 76 24

A
rFVIIl acc.

a 250 119 131 0,91 0 100 0
invencion

11,6 (43)**

rFVIIl acc.

a 1000 494 531 0,93 0 100 0
invencion
*Estudio publicado Collins20142', **Estudio en curso

En ofra realizacion de la presente invencion el rendimiento del producto de la presente invencion mejora en
comparacion con el documento EP2537862A1. Esto se consigue especialmente mediante el procedimiento particular
de pasar las tres etapas de purificacion anteriormente descritas, 1. etapa de afinidad, 2. etapa de intercambio
anionico, 3. etapa de cromatografia de exclusiéon por tamafo en ese orden. Ademas comprende las condiciones de
procedimiento especificas de las etapas de exclusion por tamafo de la invencion que aseguran la alta relacion de
Factor VIII C/Ag (>0,9) y contenido de mondmero (>99 %) necesarios en los pacientes. Esto se consigue también
después de almacenamiento a -70 °C durante 12 meses cuando el Factor VIl se almacena usando las condiciones
de tampodn especificas de la invencién, que son proporcionadas por la Ultima etapa de intercambio de tampoén de
exclusion por tamario y liofilizacion del producto. Esto parece minimizar la relacion de Factor VIII C/Ag desfavorable
y una reduccion del contenido de monémero durante el periodo de almacenamiento, lo que asegura que el producto
proporcionado a los pacientes tenga un riesgo reducido para reacciones inmunoldgicas indeseadas debido al
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agregado/fragmento en la solucion que se inyecta en los pacientes (después de reconstitucion del producto
liofilizado almacenado). Asimismo, la actividad especifica como se mide con la concentracion de FVIII:C/proteina
usando el procedimiento analitico de Bradford es estadisticamente significativamente mayor (10000 Ul/mg, n=9) en
comparacion con el valor desvelado en el documento EP2537862A1 (8061 Ul/mg, n=1). La actividad especifica es
una indicacion de la pureza del producto de FVIII (se sabe que diferentes procedimientos de medicion de proteinas
proporcionan resultados diferentes, por lo tanto es necesario el mismo procedimiento de proteinas para valores
comparables) que indica el rendimiento superior del producto de la invencién en comparaciéon con el documento
EP2537862A1, ya que las impurezas proteicas son un factor de riesgo para incidentes inhibidores en pacientes.
Ademas, el analisis de identificacion de proteinas por isoelectroenfoque como se revela en el documento
EP2537862A1 y puede encontrarse en la Figura 17 en la invencion indica la diferencia en las propiedades de
producto del producto respectivo.

En una realizacion particular de la invenciéon el Factor VIII se caracteriza por que el cociente de Factor VI
bioldgicamente activo (FVIII:C) en relacion con la cantidad total de Factor VIII (FVIII:Ag) es >0,7, preferentemente
20,8, mas preferentemente 20,9 y mas preferentemente 1, y el contenido de monémero de Factor VIl es de 298 %,
preferentemente, 299 % y mas preferentemente 100 % después de la ultima etapa y puede detectarse ese Factor
VIII esencial no agregado.

En otra realizacion de la invencion el Factor VIII mantiene su actividad bioldgica, alto contenido de Factor VI
monomérico y bajo contenido de Factor VIl agregado/fragmentado.

En otra realizacion mas el Factor VIII de la invencion se caracteriza por que se obtiene de plasma, se obtiene por
recombinacion y/o se obtiene por supresion o es una forma truncada de Factor VIII con actividad biolégica, en
particular FVIII con supresion del dominio B, tal como se describe en 20,

En otra realizacion mas de la invencion el Factor VIII se caracteriza por que en caso de que se obtenga de forma
recombinante y/o se obtenga por supresion se produce en células humanas.

En una realizacién particular de la invencién el Factor VIII se caracteriza por que la cantidad de inhibidores en
enfermos de hemofilia A previamente tratados o no tratados, tratados con el producto, es 25 %, preferentemente
<20 %, mas preferentemente <10 % y preferentemente 0 %.

También es materia objeto de la invencidn un producto de Factor VIII que puede obtenerse segun el procedimiento
de la invencion para su uso en el tratamiento de la hemofilia y evitando la formacion de inhibidores.

En particular, el producto segun la invencion muestra una cantidad de inhibidores en enfermos de hemofilia A
previamente tratados o no tratados después de tratamiento con el producto de la invenciéon de < aproximadamente
25 %, preferentemente < aproximadamente 20 %, mas preferentemente < aproximadamente 10% y mas
preferentemente aproximadamente 0 %.

Se recomiendan crio/lioprotectores para proteger la proteina durante el procedimiento de liofilizacion y durante el
almacenamiento, formando una matriz amorfa que rodea la proteina.

Puede incluirse un agente formador de volumen para actuar como un formador de pastilla para proporcionar apoyo
mecanico durante la liofilizacién y para aumentar el peso seco del producto farmacolégico. El agente formador de
volumen contribuye por lo tanto a proporcionar una calidad y apariencia uniformes de un producto liofilizado.

Asimismo, puede afhadirse un agente tamponante para mantener el pH hasta un valor adecuado para la proteina y
para uso terapéutico del producto. Se desvelan ingrediente adecuados para proteinas liofilizadas por ejemplo en el
documento W0O2010/026186 A.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: Transferencia de Western usando anticuerpos de FVIII. Desde el patron de peso molecular izquierdo,
Carril 1; Etapa de afinidad de material de partida, FVIII:Ag 5,0 Ul/ml, Carril 2; etapa de afinidad de flujo continuo,
FVIII:Ag 132 Ul/ml, Carril 3; fraccion de lavado de afinidad, FVIII:Ag 26 Ul/ml, Carril 4; eluato de afinidad (material
de partida Q), FVIII:Ag 5,8 Ul/ml, Carril 5; flujo continuo de intercambio aniénico+eq., FVIII:Ag 1,7 Ul/ml, Carril 6;
lavado de intercambio anidnico, FVIII:Ag 5,0 Ul/ml. La Figura 1 muestra la retirada de FVIII:C inactivo en el flujo
continuo y fracciones de lavado de la etapa de afinidad y la etapa de intercambio aniénico. La fraccion de lavado
de la etapa de afinidad contiene casi solamente cadena ligera de FVIII.

Figura 2: Transferencia de Western usando anticuerpos de FVIII. Desde el patron de peso molecular izquierdo,
Carril 1; control de FVIII, FVIII:C 5,0 Ul/ml, Carril 2; Eluato de afinidad, FVIII:C 5 Ul/ml, Carril 3; eluato de afinidad
diluido, FVIII:C 5 Ul/ml, Carril 4; eluato de intercambio aniénico, FVIII:C 5 Ul/ml, Carril 5; Eluato de exclusién por
tamario, FVIII:C 5 Ul/ml. La Figura 2 muestra el patron de transferencia de Western de FVIII a concentracion de
FVIII:C igual después de la etapa de afinidad, después de la etapa de intercambio aniénico y después de la
etapa de exclusion por tamafo, que muestran todas el mismo patrén que el control de FVIII.

Figura 3: Un cromatograma de una columna de cromatografia de exclusiéon por tamafo preparatoria segun el
ejemplo 3, que muestra la separacion de agregados y fragmento de Factor VIII monomérico para 3 experimentos
diferentes usando diferente carga de resina y concentracion de Factor VIII. El sistema de tampdn de equilibrado y
las condiciones de cromatografia segun el ejemplo 3 facilitan la agregacion y por lo tanto la retirada de
agregados de Factor VIII monomérico (elucion). Los maximos de cromatografia reflejan proteinas medidas a una
absorbancia a 280 nm.
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Figura 4: Un cromatograma de una columna de cromatografia de exclusion por tamafio analitica (SEC-HPLC1)
que muestra el perfil cromatografico de una muestra (elucion) preparada segun el ejemplo 2 y su contenido de
agregado, mondmero y fragmento respectivo en porcentaje. El contenido de mondémero de esta muestra es
>98 % con <0,5 % de agregado y <1,5 % de fragmentos.

Figura 5: Un cromatograma de una columna de cromatografia de exclusion por tamafio analitica (SEC-HPLC1)
que muestra el perfil cromatografico de una muestra (elucion) preparada segun el ejemplo 3 y su contenido de
agregado, mondmero y fragmento respectivo en porcentaje. El contenido de mondmero de esta muestra es
tipicamente >99 % sin ninguna cantidad visible de agregados y <1 % de fragmentos.

Figura 6: Un cromatograma de una columna de cromatografia de exclusiéon por tamafo preparatoria segun el
ejemplo 4, que muestra la separacion de agregados y fragmento de Factor VIII monomérico para 5 experimentos
diferentes usando diferente carga de resina y concentracion de Factor VIII. El sistema de tampdn de equilibrado y
las condiciones de cromatografia segun el ejemplo 4 facilitan la agregacion y por lo tanto la retirada de
agregados de Factor VIII monomérico (elucion). Los maximos de cromatografia reflejan proteinas medidas a una
absorbancia a 280 nm.

Figura 7: Un cromatograma de una columna de cromatografia de exclusion por tamafio analitica (SEC-HPLC1)
que muestra el perfil cromatografico de una muestra preparada segun el ejemplo 4 (eluato de intercambio
anionico) y su contenido de agregado, mondmero y fragmento respectivo en porcentaje. El contenido de
mondmero de esta muestra es >97 % con <0,7 % de agregados y <2,5 % de fragmentos.

Figura 8: Un cromatograma de una columna de cromatografia de exclusion por tamafio analitica (SEC-HPLC1)
que muestra el perfil cromatografico de una muestra preparada segun el ejemplo 4 (eluato de exclusién por
tamafio) y su contenido de agregado, mondmero y fragmento respectivo en porcentaje. El contenido de
monomero de esta muestra es >98 % sin sefiales visibles de agregados y <2 % de fragmentos.

Figura 9: Un cromatograma de una columna de cromatografia de exclusion por tamafio analitica (SEC-HPLC1)
que muestra el perfil cromatografico de una muestra preparada segun el ejemplo 4 (eluato de intercambio
anionico) y su contenido de agregado, mondmero y fragmento respectivo en porcentaje. El contenido de
monomero de esta muestra es >98 % sin sefiales visibles de agregados y <2 % de fragmentos.

Figura 10: Un cromatograma de una columna de cromatografia de exclusiéon por tamafo analitica (SEC-HPLC1)
que muestra el perfil cromatografico de una muestra preparada segun el ejemplo 4 (eluato de exclusién por
tamafio) y su contenido de agregado, mondmero y fragmento respectivo en porcentaje. El contenido de
monomero de esta muestra es >98 % sin sefiales visibles de agregados y <2 % de fragmentos.

Figura 11: Un cromatograma de una columna de cromatografia de exclusiéon por tamafo analitica (SEC-HPLC1)
que muestra el perfil cromatografico de una muestra preparada segun el ejemplo 4 (elucién de intercambio
anionico) y su contenido de agregado, mondmero y fragmento respectivo en porcentaje. El contenido de
mondmero de esta muestra es >98 % sin sefales visibles de agregados y <1,5 % de fragmentos.

Figura 12: Un cromatograma de una columna de cromatografia de exclusion por tamafo analitica (SEC-HPLC1)
que muestra el perfil cromatografico de una muestra preparada segun el ejemplo 4 (eluato de exclusién por
tamafio) y su contenido de agregado, mondmero y fragmento respectivo en porcentaje. El contenido de
mondmero de esta muestra es >98 % sin sefales visibles de agregados y <1,5 % de fragmentos.

Figura 13: Un cromatograma de una columna de cromatografia de exclusiéon por tamafo analitica (SEC-HPLC1)
que muestra el perfil cromatografico de una muestra preparada segun el ejemplo 4 (eluato de intercambio
anionico) y su contenido de agregado, mondmero y fragmento respectivo en porcentaje. El contenido de
mondémero de esta muestra es >99 % sin sefales visibles de agregados y <1,5 % de fragmentos.

Figura 14: Un cromatograma de una columna de cromatografia de exclusiéon por tamafo analitica (SEC-HPLC1)
que muestra el perfil cromatografico de una muestra preparada segun el ejemplo 4 (eluato de exclusién por
tamafio) y su contenido de agregado, mondmero y fragmento respectivo en porcentaje. El contenido de
mondmero de esta muestra es >98 % sin sefales visibles de agregados y <1,5 % de fragmentos.

Figura 15: Un cromatograma de una columna de cromatografia de exclusiéon por tamafo analitica (SEC-HPLC1)
que muestra el perfil cromatografico de una muestra preparada segun el ejemplo 4 (eluato de intercambio
anionico) y su contenido de agregado, mondmero y fragmento respectivo en porcentaje. El contenido de
monomero de esta muestra es >99 % sin sefiales visibles de agregados y <1 % de fragmentos.

Figura 16: Un cromatograma de una columna de cromatografia de exclusiéon por tamafo analitica (SEC-HPLC1)
que muestra el perfil cromatografico de una muestra preparada segun el ejemplo 4 (eluato de exclusién por
tamafio) y su contenido de agregado, mondmero y fragmento respectivo en porcentaje. El contenido de
mondémero de esta muestra es >98 % sin sefales visibles de agregados y <1,5 % de fragmentos.

Figura 17: Identificacion de electroforesis bidimensional analitica (2D-PAGE) de perfil de carga y tamafio de una
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muestra procesada segun la muestra del ejemplo 4 de la invencion después de la cromatografia de exclusion por
tamanio.

Figura 18: Aumento de la pureza de Factor VIII durante los procedimientos de purificacion de la invencion.

Figura 19: Un cromatograma de una columna de cromatografia de exclusiéon por tamafo analitica (SEC-HPLC2)
que muestra el perfil cromatografico de una muestra preparada segun el ejemplo 7 (purificada vy liofilizada segun
la invencion) y su contenido de agregado, mondmero y fragmento respectivo en porcentaje después de
reconstitucion del producto liofilizado (vial de 1000 Ul). El contenido de mondmero de esta muestra es en
principio 100 % (el pequefio hombro a la izquierda del maximo de mondmero esta, basandose en la curva de
conservacion de patron de peso molecular (Figura 23), incluido en el maximo de mondmero de FVIII) y eluye a
aproximadamente 7-10 minutos en el cromatograma de SEC-HPLC2, sin sefales visibles de agregados vy
fragmentos.

Figura 20: Un cromatograma de una columna de cromatografia de exclusion por tamafio analitica (SEC-HPLC2)
que muestra el perfil cromatografico de una muestra preparada segun el procedimiento de purificacion A% y
liofilizada y su contenido de agregado, mondémero y fragmento respectivo en porcentaje después de
reconstitucion del producto liofilizado (vial de 1000 Ul). El contenido de mondémero de esta muestra es
aproximadamente 76 % sin sefiales visibles de agregados y aproximadamente 24 % de fragmentos. El producto
de rFVIIl es un producto de FVIII de longitud completa con dominio B intacto con un peso molecular aproximado
de 300 kD, que proporciona una elucion de FVIII monomérico en el cromatograma de SEC-HPLC2 a
aproximadamente 5-8 minutos. El maximo de fragmento se calcula comenzando directamente después del
maximo de mondémero a aproximadamente 8 - 13 minutos.

Figura 21: Un cromatograma de una columna de cromatografia de exclusiéon por tamafo analitica (SEC-HPLC2)
que muestra el perfil cromatografico de una muestra preparada segun el procedimiento de purificacion B%? y
liofilizada y su contenido de agregado, mondémero y fragmento respectivo en porcentaje después de
reconstitucion del producto liofilizado (vial de 1000 Ul). El contenido de mondémero de esta muestra es
aproximadamente 99 % (el pequefio hombro a la izquierda del maximo de monémero estd, basandose en la
curva de conservacion de patréon de peso molecular (Figura 23), incluido en el maximo de monémero de FVIII)
sin sefiales visibles de agregados y aproximadamente 1 % de fragmentos. El producto de rFVIIl es un producto
de FVIII con supresion del dominio B con un peso molecular aproximado de 170 kD, que proporciona una eluciéon
de FVIII monomérico en el cromatograma de SEC-HPLC2 a aproximadamente 7-10,5 minutos. El maximo de
fragmento se calcula comenzando directamente después del maximo de monédmero a aproximadamente 10,5 -13
minutos.

Figura 22: Un cromatograma de una columna de cromatografia de exclusiéon por tamafo analitica (SEC-HPLC2)
que muestra el perfil cromatografico de una muestra preparada segun el procedimiento de purificacion C? y
liofilizada y su contenido de agregado, monémero y fragmento respectivo en porcentaje después de
reconstitucion del producto liofilizado (vial de 1000 Ul). El contenido de mondémero de esta muestra es
aproximadamente 80 % sin sefiales visibles de agregados y aproximadamente 20 % de fragmentos. El producto
de rFVIIl es un producto de FVIII de longitud completa con dominio B intacto con un peso molecular aproximado
de 300 kD, que proporciona una elucion de FVIII monomérico en el cromatograma de SEC-HPLC2 a
aproximadamente 5-8 minutos. El maximo de fragmento se calcula comenzando directamente después del
maximo de mondémero a aproximadamente 8 - 13 minutos.

Figura 23: Un cromatograma de una columna de cromatografia de exclusion por tamafio analitica (SEC-HPLC2)
que muestra el perfil cromatografico de una muestra de patrén de peso molecular (15-600 kD, 69385, Sigma-
Aldrich Chemie GmbH).

La expresion "forma de Factor VIII bioldgicamente inactivo" segun la invencion significa una forma de Factor VIII que
ha perdido su actividad biolégica debido a causas quimicas, bioquimicas o enzimaticas. El Factor VIII biol6gicamente
inactivo puede ser, por ejemplo, una Unica cadena ligera o pesada de Factor VIII, forma truncada de Factor VIII o
forma activada (pero inestable, como se define por activacion en el ciclo de coagulacion) de Factor VIII (tal como
FVllla) y/o formas agregadas o adicionales de Factor VIII fragmentado.

La definicion de mol/kg usada en la solicitud es: cantidad de mol afiadida a 1.000 g de agua. La definicién de Molar
es: cantidad de mol afiadida a 1.000 ml de agua.

La cantidad total de Factor VIII biolégicamente tanto activo como inactivo en una muestra se mide con un
procedimiento analitico de ELISA basado en antigeno de (FVIII:Ag). La relacion entre contenido de Factor VI
biolégicamente activo (FVIII:C) y antigeno de Factor VIII (FVIII:Ag) en una muestra con actividad biolégica completa
(como in vivo) deberia ser igual a 1,0. Si la relaciéon es menor de 1, esto es un indicio de que hay formas inactivas de
Factor VIl en la muestra. Las formas inactivas podrian ser Factor VIII agregado y/o una molécula de Factor VIII que
se ha disociado en su cadena ligera y pesada de Factor VIII individual.

La cadena ligera de FVIII (dominio A3, C1 y C2 de Factor VIII, con un peso molecular de aproximadamente 80 kD)
es, en la molécula de Factor VIII biolégicamente activo, un complejo metalico/hidréfobo con la cadena pesada de
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FVIII (dominio A1y A2 de Factor VIIl, con un peso molecular de 90-210 kD). Este complejo es la molécula de Factor
VIIl in vivo nativa que en condiciones normales circula unida a factor de von Willebrandt (WVF) que protege de la
degeneracion. Cuando el sistema de coagulacion se activa, la molécula de Factor VIII nativa se libera de VWF y se
une con plaquetas activadas y se hace proteolitica en FVIlla (Factor VIl activado), que es la forma activa de la
molécula de FVIII nativa, una parte importante del sistema de coagulacion. La molécula de FVllla se consume rapido
por la cascada de coagulacion y a continuacion se inactiva enzimaticamente por inhibidores de proteasa
diferentes.(® Si el complejo se disocia'®, la cadena ligera o la cadena pesada no tiene o tiene poca actividad
biolégica y la relacion FVIII:C/FVIII:Ag es cercana a cero. Si el complejo nativo esta proteoliticamente inactivado, el
peso molecular de la cadena tanto ligera como pesada se reducira, los productos de degradacion de Factor VI
tienen inicialmente una actividad bioldgica restante (por ejemplo FVllla) pero son inestables y se inactivaran
relativamente rapido in vivo.() Los productos de degradacion de Factor VIII (tanto proteoliticamente degradados
como no proteoliticos disociados) pueden detectarse con el procedimiento analitico de transferencia de Western de
Factor VIII que muestra especificamente moléculas de Factor VIl biolégicamente activas e inactivas basandose en
el tamafo. La molécula de Factor VIII nativo tiene un peso molecular de aproximadamente 170 kDalton o
290 kDalton dependiendo de si la molécula tiene supresion del dominio B o no. El dominio B no tiene funcién
bioldgicamente activa en la molécula de Factor VIII, por lo tanto, una molécula de Factor VIII biolégicamente activa
puede tener o carecer del dominio B (o carecer de parte de él).

Un producto monomérico de Factor VIl se define en el presente documento como una molécula de Factor VI
bioldgicamente activa que tiene el mismo peso molecular definido por un procedimiento de cromatografia de
exclusién por tamafio HPLC analitico realizado en condiciones de tampoén nativo. Las formas de Factor VI
fragmentadas son principalmente inactivas mientras que las formas de Factor VIIl agregadas tienen actividad
bioldgica reducida. Ambas formas ejercen un riesgo teérico aumentado de formacion de inhibidor in vivo y deberian
ser tan bajas como sea posible en un producto de Factor VIl dirigido a tratamiento de la hemofilia A. El producto de
Factor VIII monomeérico deberia ser tan alto como sea posible al final del procedimiento de purificacion y también ser
estable antes (estado congelado) del procesamiento farmacéutico del producto de Factor VIl y en el procesamiento
farmacéutico actual (liofilizando o llenando viales con solucion liquida) hasta que se reconstituya y sea consumido
por los pacientes. Este periodo de tiempo puede ser con frecuencia de varios meses hasta 1-3 afos. Un ejemplo de
estabilidad en solucidon congelada de Factor VIl se proporciona en el documento US 8.187.799 B2 en el que se
reivindican composiciones de tampodn especificas, sin embargo, el contenido de agregado/monémero de Factor VIl
no se analiza en esa referencia.

Segun una realizacion de la invencion, el Factor VIl recombinante es en particular un derivado por supresion que
carece completa o parcialmente del dominio B, proporcionando de este modo una actividad especifica que puede
superar ampliamente 5.000 Ul/mg en el producto purificado final. Se desvelan ejemplos de dichos derivados por
supresion que carecen completa o parcialmente de sus dominios B y se preparan en los documentos EP-A-1136553
y EP-A-1739179 de lineas celulares humanas. Se aprecia que las composiciones de la presente invencién, como se
describen en la siguiente seccion, estan especialmente bien adaptadas para aplicarse a dichos derivados por
supresion de Factor VIII u otros productos de Factor VIII de pureza alta similar.

Descripcion detallada de la invenciéon

Descripcion detallada de la etapa de cromatografia de afinidad de Factor VIII

El Factor VIl se une a la columna de cromatografia de afinidad de Factor VIII (VIIISelect) en condiciones de tampodn
de equilibrado (NaCl 0,3 mol/kg, CaCl; 0,02 mol/kg, L-histidina 0,02 mol/kg, Polisorbato 80 0,02 % (p/p), pH 6,4-6,6,
conductividad 30-36 mS/cm) con o sin productos quimicos detergentes del disolvente (Triton X-100 1 % + tri-n butil
fosfato 0,3 %), que puede aplicarse a la solucion de Factor VIl antes de la etapa de afinidad para fines de
inactivacion de virus (con envoltura lipidica). También pueden estar presentes otros productos quimicos de la
purificacion de Factor VIII corriente arriba en la solucion de carga de Factor VI, tales como sorbitol 0,2 mol/kg y
arginina 0,045 mol/kg que pueden afadirse para fines de estabilizacion de Factor VIII. Normalmente, la carga de
Factor VIl es de aproximadamente 10.000 - aproximadamente 25.000 Ul/ml de resina de afinidad y en principio
cualquier pureza (1-15.000 Ul de Factor VIll/mg de proteina) de la solucion de Factor VIII podria aplicarse a la
columna de afinidad. El procedimiento se realiza a temperatura ambiente, por ejemplo temperatura de la habitacion.

Después de procesarse la solucidon que contiene Factor VIII sobre la columna, la columna se aclara con 15
volimenes de columna del tampdén de equilibrado (NaCl 0,3 mol/kg, CaCl, 0,02 mol/kg, L-histidina 0,02 mol/kg,
Polisorbato 80 0,02 % (p/p), pH 6,4-6,6, conductividad 30-36 mS/cm) para retirar impurezas (relacionadas tanto con
el producto como con el procedimiento). Seguido de un lavado con 5 volimenes de columna con concentracion
salina aumentada (NaCl 1 mol/kg, CaCl, 0,02 mol/kg, L-histidina 0,02 mol/kg, Polisorbato 80 0,02 % (p/p), pH 6,4-
6,6, conductividad 83-89 mS/cm) para retirar especificamente cadena ligera de FVII individual. ElI Factor VIII
bioldgicamente activo se eluye a continuacion de la columna usando 4 volimenes de columna de un tampon con
concentracion salina aumentada y etilenglicol (NaCl 1,5 mol/kg, CaCl, 0,02 mol/kg, L-histidina 0,02 mol/kg,
etilenglicol 50 % (p/p), Polisorbato 80 0,02 % (p/p), pH 6,4-6,6, conductividad 36-42 mS/cm).

Las proteinas restantes unidas a la resina de afinidad se retiran a continuacion por un lavado acido (pH 2), después
de lo cual la resina, después del equilibrado, esta lista para otro ciclo de purificacion.
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Descripcion detallada de la etapa de cromatografia de intercambio anidnico

El Factor VIIl se une a una columna de cromatografia de intercambio aniénico fuerte (Q Sepharose FF) en
condiciones de tampo6n de equilibrado (NaCl 0,1 mol/kg, CaCl, 0,02 mol/kg, L-histidina 0,02 mol/kg, Polisorbato 80
0,02 % (p/p), pH 7,4-7,6, conductividad 12-16 mS/cm). También pueden estar presentes otros productos quimicos de
la purificacion de Factor VIII corriente arriba en la solucién de carga de Factor VIII, tales como etilenglicol 5 %.
Tipicamente la carga de Factor VIII es 10.000 - 100.000 Ul/ml de resina de afinidad y la pureza del material de
partida es de >5000 Ul de Factor VIIl/mg de proteina. El procedimiento se realiza a temperatura ambiente, por
ejemplo temperatura de la habitacion.

Después de procesarse la solucidon que contiene Factor VIII sobre la columna, la columna se aclara con 15
volumenes de columna del tampdén de equilibrado (NaCl 0,1 mol/kg, CaCl, 0,02 mol/kg, L-histidina 0,02 mol/kg,
Polisorbato 80 0,02 % (p/p), pH 7,4-7,6, conductividad 12-16 mS/cm) para retirar impurezas (relacionadas tanto con
el producto como con el procedimiento). Seguido de un lavado con 5 volimenes de columna con concentracion
salina aumentada (NaCl 0,30 mol/kg, CaCl. 0,02 mol/kg, L-histidina 0,02 mol/kg, Polisorbato 80 0,02 % (p/p), pH 7,4-
7,6, conductividad 30-35 mS/cm) para retirar formas inactivas de Factor VIIl. ElI Factor VIII monomérico
bioldgicamente activo se eluye a continuacion de la columna usando un volumen de columna de un tampdn con
concentracion salina aumentada (NaCl 0,39 mol/kg, CaCl, 0,02 mol/kg, L-histidina 0,02 mol/kg, Polisorbato 80
0,02 % (p/p), pH 5,9-6,1, conductividad 38-42 mS/cm).

Cualquier proteina restante unida a la resina de intercambio aniénico por interaccién iénica se retira por lo tanto
aumentando la concentracion salina hasta 2 mol/kg de NaCl, después de lo cual la resina se limpia usando pH alto
(14) y después del equilibrado, la columna esta lista para otro ciclo de purificacion.

Descripcion detallada de la etapa de cromatografia de exclusiéon por tamafio

El Factor VIII se carga en 4-8 % del volumen de columna en una columna de cromatografia de exclusion por tamafio
(Superdex 200 p.g.) con una altura de lecho de 70 cm y se equilibra con; NaCl 30,7 g/kg, CaCl, 0,5 g/kg, Na-citrato
2,0 g/kg, clorhidrato de L-arginina 9,2 g/kg, sacarosa 9,2 g/kg Poloxamero 188 2,0 g/kg, pH 6,9-7,1, conductividad
47-51 mS/cm. Tipicamente la concentracion de Factor VIl en el material de partida es > 10.000 Ul/ml y la
composicion del tampdn; NaCl 0,4 mol/kg, CaCl, 0,02 mol/kg, L-histidina 0,02 mol/kg, Polisorbato 80 0,02 % (p/p),
pH 6,0-6,5, conductividad 35-42 mS/cm. La pureza del material de partida es >8000 Ul de Factor VIl/mg de
proteina. El procedimiento se realiza a temperatura ambiente; 18-25 °C.

Después de aplicarse la solucién que contiene Factor VIl en la columna de exclusiéon por tamario, la columna se
procesa con tampon de equilibrado hasta que, en la salida de la columna, la absorbancia medida a 280 nm se eleva
hasta 40 mUA, cuando el producto de Factor VIII biolégicamente activo monomérico se recoge hasta que la
absorbancia vuelve a su origen (40-1 mUA). Se retira Factor VIl agregado biolégicamente inactivo delante de (<40
mUA) y se retira fragmento de Factor VIl inactivo después de (<40 mUA), el maximo de Factor VIII monomérico
bioldgicamente activo. La solucion de Factor VIII monomérico biolégicamente activo después de la etapa de
exclusién por tamafio, es tipicamente 2-3 veces el volumen del material de partida.

Debe interpretarse que el uso de los términos "un”, "una", "el" y "la" y referentes similares en el contexto de la
descripcion de la invencion abarca tanto el singular como el plural, a no ser que se indique de otro modo en el
presente documento sea contradicho claramente por el contexto. A no ser que se indique otra cosa, todos los
valores exactos proporcionados en el presente documento son representativos de valores aproximados
correspondientes (por ejemplo, puede considerarse que todos los valores ejemplares exactos proporcionados con
respecto a un factor o una medicién particular también proporcionan una medida aproximada correspondiente,
modificada por "aproximadamente", cuando sea adecuado).

Se pretende que la descripcion en el presente documento de cualquier aspecto o realizacion de la invencion usando

expresiones tales como "que comprende”, "que tiene", "que incluye", o "que contiene" en referencia a un elemento o
elementos proporcione apoyo para un aspecto o realizacion similar de la invencion que "consiste en", "consiste
esencialmente en" o "sustancialmente comprende" ese elemento o elementos particulares, a no ser que se indique
de otro modo o sea contradicho claramente por el contexto (por ejemplo, deberia entenderse que una composicion
que se describe en el presente documento que comprende un elemento particular también describe una composicion

que consiste en ese elemento, a no ser que se indique de otro modo o sea contradicho claramente por el contexto).

Todos los encabezamientos y subtitulos se usan en el presente documento solamente por conveniencia y no
deberian interpretarse como limitantes de la invencién en ningin modo. El uso de todos y cada uno de los ejemplos,
o lenguaje ejemplar (por ejemplo, "tal como") proporcionado en el presente documento, pretende Unicamente ilustrar
mejor la invencién y no impone una limitacion sobre el ambito de la invencién a no ser que se reivindique otra cosa.
Ningun lenguaje en la memoria descriptiva deberia interpretarse como indicativo de que ningun elemento no
reivindicado es esencial para la practica de la invencion.

La cita e incorporacién de documentos de patente en el presente documento se realiza solamente por conveniencia
y no refleja ninguna opinion sobre la validez, patentabilidad y/o aplicabilidad de dichos documentos de patente. La
presente invencion incluye todas las modificaciones y equivalentes de la materia objeto enumerada en las
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reivindicaciones y/o aspectos incluidos en el presente documento permitidos por la ley aplicable.
La invencion se describe ademas pero sin limitacion mediante los siguientes ejemplos.

Ejemplo 1:

Purificacion con un ligando de afinidad de Factor VIII obtenido de levadura acoplado en una resina.

El siguiente procedimiento ilustra la retirada de formas de Factor VIII sin actividad Factor VIII:C en una etapa de
cromatografia de ligando de afinidad de factor obtenido de levadura (VIlISelect).

Columna y resina

Se empaqueté una columna BPG140 con la resina VIlISelect a una altura de lecho de once cm proporcionando un
volumen de columna de 1,7 litros. La resina VIlISelect se obtuvo de GE Healthcare (Cat. N.° 17-5450).

Material de partida:

Un material que contenia Factor VIII con una pureza de 1614 Ul de Factor Vlll/mg de proteina, NaCl 0,34 mol/kg,
CaCl; 0,035 mol/kg, L-histidina 0,01 mol/kg, L-arginina 0,045 mol/kg, sorbitol 0,2 mol/kg, polisorbato 80 0,02 % (p/p),
Triton X-100 1 % (p/p), 0,3 % tri-n-butil fosfato (TNBP, p/p), pH 6,5 se usé como material de partida. El material de
partida se produjo como se describe adicionalmente en el documento WO2009156430A1. La carga de FVIII:C en la
resina fue de 15.529 Ul/ml de resina.

Composiciones de tampén:
Tampodn de equilibrado (con Triton X-100 y TNBP)

NaCl 0,3 mol/kg, CaCl; 0,02 mol/kg (2xH-20), L-histidina 0,02 mol/kg, Triton X-100 1 % p/p, TNBP 0,3 % p/p, pH: 6,5
+ 0,1, conductividad: 31 + 3 mS/cm a +25 °C

Tampon de lavado 1 (tampon de equilibrado sin Triton X-100 y TNBP)

I+

NaCl 0,3 mol/kg, CaCl, 0,02 mol/kg, L-histidina 0,02 mol/kg, Polisorbato 80 0,02 % (p/p), pH: 6,5 0,1,

conductividad: 31 £+ 3 mS/cm a +25 °C
Tampén de lavado 2

NaCl 1,0 mol/kg, CaCl, 0,02 mol/kg, L-histidina 0,02 mol/kg, Polisorbato 80 0,02 % (p/p), pH: 6,5 + 0,1,
conductividad: 85 + 3 mS/cm a +25 °C.

Tampon de elucion

NaCl 1,5 mol/kg, CaCl, 0,02 mol/kg, L-histidina 0,02 mol/kg, Polisorbato 80 0,02 % (p/p), etilenglicol (EG) 50 % (p/p),
pH: 6,5 £ 0,1, conductividad: 39 + 3 mS/cm a +25 °C.

Los tampones de equilibrado, lavado y elucion no se limitan al pH, las concentraciones y el tipo de tampon, sales o
detergente indicados.

La columna se equilibré con tampoén de equilibrado seguido de carga del material de partida. La resina se sometio
después a tampon de lavado 1y tampdn de lavado 2 y a continuacion el tampdén de elucion como se describe en la
Tabla 3. Se tomaron muestras de la fraccion respectiva (flujo continuo durante la carga del material de partida +
lavado 1, lavado 2 y elucion) y se analizaron con respecto a FVIII:C, FVIII:Ag y transferencia de Western de FVIII.

Tabla 3, Resultados del procesamiento de VIlISelect

Muestra Cantidad |FVIII:C (Ul/ml) / FVlil total: C |FVIIl:Ag (Ul/ml)/ [FVIII:Ag Relacion
(kg) (MUI) (%) (MUI) Total (%) (C/AQ)

Material de partida (23,2 1140/26,4 100 1859/43,1 100 0,61

(carga)

Flujo continuo + 1,5 5 0,59/0,02 0,1 132/6,36 17 <0,01

Lavado 1

Lavado 2 16,9 <0,5/<0,01 0,03 26,3/0,44 1,2 <0,02

Elucion 6,0 3572/21,4 81 4122/24,7 57 0,87
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La tabla 3 ilustra la retirada de formas de Factor VIII inactivas del material de partida. La relacion de Factor VI
biol6gicamente activo como se mide con FVIII:C en comparacion con la cantidad total de Factor VIII disponible como
se mide mediante FVIII:Ag, fue de 0,61 en el material de partida. También se midi6 la relacion de C/Ag en las
fracciones de flujo continuo y lavado, que era muy baja (<0,05). En la fraccion de eluato la relacion de C/Ag ha
aumentado de 0,61 en el material de partida, a 0,87. Esto muestra claramente la retirada de formas de Factor VI
inactivas sobre la etapa de afinidad de VIlISelect. Esto se confirma adicionalmente cuando se mira en el analisis de
transferencia Western de Factor VIII de la Figura 1, carril 1-4. El carril 1 muestra el "material de partida" antes de la
columna de afinidad. El carril 2 muestra un lote de bandas relacionadas con el Factor VIII que muestra que se retiran
productos degenerados de Factor VIl en la "fraccion de flujo continuo + lavado 1". El carril 3 muestra que en la
"fraccion de lavado 2" hay una banda de Factor VIII importante definida que tiene el mismo peso molecular como la
cadena ligera de Factor VIII (80 kD) individual (disociada). Esta fraccion de Factor VIII muestra también ausencia o
muy poca actividad Factor VIII:C (como se muestra en la Tabla 3). El carril 4 muestra la fraccion de elucién de la
etapa de afinidad incluyendo la cadena ligera de Factor VIII (80 kD), la cadena pesada de Factor VIII (90 kD) y la
molécula de Factor VIII (170 kD).

Ejemplo concluyente 1

La etapa de VllISelect retira moléculas de Factor VIII con actividad FVIII:C reducida o sin actividad FVIII:C en las
fracciones de flujo continuo y lavado como se puede ver en la Tabla 3 y la Figura 1 (Carril 1-4).

Ejemplo 2, Etapa de cromatografia de intercambio aniénico (Q-Sepharose FF)

El siguiente procedimiento ilustra la retirada de formas de Factor VIl sin actividad Factor VIII:C en una resina de
intercambio anionico (Q Sepharose FF) dando como resultado un producto de monémero de Factor VIII alto.

Columna y resina

Se empaqueté una columna BPG140 con la resina Q Sepharose FF a una altura de lecho de ocho cm
proporcionando un volumen de columna de 1,23 litros. La resina Q Sepharose FF se obtuvo de GE Healthcare (Cat.
17-0510).

Material de partida

Un material que contenia Factor VIl con una pureza de 9470 Ul de Factor VIll/mg de proteina, NaCl 0,1 mol/kg,
CaCl; 0,02 mol/kg, L-histidina 0,02 mol/kg, Polisorbato 80 0,02 % (p/p), pH 6,5 se usé como material de partida. El
material de partida se produjo como se describe adicionalmente en el ejemplo 1 (la fraccion de elucion del producto).
La carga de FVIII:C en la resina fue de 15.383 Ul/ml de resina.

Composiciones de tampén:
Tampén de equilibrado

NaCl 0,1 mol/kg, CaCl, 0,02 mol/kg (2xH20), L-histidina 0,02 mol/kg, Polisorbato 80 0,02 % (p/p), pH: 7,5 + 0,1,
conductividad: 15+ 1 mS/cm a +25 °C

Tampén de lavado

NaCl 0,32 mol/kg, CaCl, 0,02 mol/kg, L-histidina 0,02 mol/kg, Polisorbato 80 0,02 % (p/p), pH: 7,5
conductividad: 32,5 + 2,5 mS/cm a +25 °C.

I+

0,1,

Tampon de elucion

NaCl 0,39 mol/kg, CaCl, 0,02 mol/kg, L-histidina 0,02 mol/kg, Polisorbato 80 0,02 % (p/p), pH: 6,0 = 0,1,
conductividad: 40 £ 2 mS/cm a +25 °C.

Los tampones de equilibrado, lavado y elucién no se limitan al pH, las concentraciones y el tipo de tampon, sales o
detergente indicados.

La columna se equilibré con tampdn de equilibrado seguido de carga del material de partida. La resina se sometio a
continuacién a tampon de equilibrado de nuevo para permitir que el Factor VIl se uniera y a continuacion se aplico el
tampon de lavado seguido del tampdn de eluciéon, como se describe en la Tabla 4. Se tomaron muestras de la
fraccion respectiva (flujo continuo durante la carga del material de partida + Equil., lavado y elucién) y se analizaron
con respecto a FVIII:C, FVIII:Ag, SEC-HPLC1, transferencia de Western de FVIIl, mapeo de identificacion de N-
glucano y mapeo de identificacion de péptido de tripsina.

15



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 688 144 T3

Tabla 4, Resultados del procedimiento de intercambio anidnico

Muestra Cantidad |FVIII:C (Ul/ml) / FVIil total: C |FVIIl:Ag (Ul/ml) / FVII:Ag |Relacion
(kg) (MUI) (%) (MUI) Total (%) |(C/Ag)

Material de partida|58,4 324/18,9 100 412/24,1 100 0,78

(carga)

Flujo continuo + 718 1,7/0,11 0,6 15,4/1,1 4,6 0,11

Equil.

Lavado 6,2 130/0,81 4,3 401/2,5 10 0,32

Elucion 0,958 16410/15,7 83 18131/17 4 72 0,91

La tabla 4 ilustra la retirada de formas de Factor VIII inactivas del material de partida de la etapa de intercambio
anionico. La relacion de Factor VIl biolégicamente activo como se mide con FVIII:C en comparacién con la cantidad
total de Factor VIII disponible como se mide mediante FVIII:Ag, fue de 0,78 en el material de partida. También se
midio la relacion de FVIII C/Ag en las fracciones de flujo continuo y lavado, que era significativamente menor (<0,35).
En la fraccion de eluato la relacion de C/Ag ha aumentado de 0,78 en el material de partida, a 0,91. Esto muestra
claramente la retirada de formas de Factor VIII inactivas sobre la etapa de intercambio aniénico. Esto se confirma
adicionalmente cuando se mira en la Figura 1, carril 5-6, en la que ambos muestran que los productos degenerados
de Factor VIII se retiran en la fraccion de flujo continuo+equilibrado y en la fraccion de lavado. La Figura 2, carril 4,
muestra el perfil de transferencia de Western de FVIII de la fraccion principal de Factor VI (eluato), sin productos de
degeneracion de FVIII visibles. El alto contenido monomérico (>98 %), como se analizé con SEC-HPLCA1, en el
eluato se muestra en la Figura 4.

Ejemplo concluyente 2

La etapa de intercambio anidnico retira moléculas de Factor VIl con actividad FVIII:C reducida o sin actividad FVIII:C
en las fracciones de flujo continuo y lavado como se puede ver en la Tabla 4 y la Figura 1 (Carril 5-6). La fraccién de
producto biolégicamente activo (elucién) contiene Factor VIII altamente monomérico, como se puede ver en la Figura
4.

Ejemplo 3, Cromatografia de exclusion por tamafio

El siguiente procedimiento ilustra la retirada de formas de Factor VIII sin actividad Factor VIII:C en una columna de
cromatografia de exclusion por tamafio (Superdex 200 p.g.).

Columna y resina

Se empaquetd una columna BPG100 con Superdex 200 p.g. a una altura de lecho de 69 cm proporcionando un
volumen de columna de 5,4 litros. La resina Superdex 200 p.g. se obtuvo de GE Healthcare (Cat. N.° 17-1043).

Material de partida

Un material que contenia Factor VIII con una pureza de 10.200 Ul de Factor VIlI/mg de proteina, NaCl 0,4 mol/kg,
CaCl; 0,02 mol/kg, L-histidina 0,02 mol/kg, Polisorbato 80 0,02 % (p/p), pH 6,2 se usé como material de partida. El
material de partida se produjo como se describe en el ejemplo 2 (la fraccion de elucidn del producto). La carga de
muestra en la resina fue de 5,5 % del volumen de columna.

Composicion de tampén:
Tampén de equilibrado

NaCl 30,7 g/kg, CaCl, 0,5 g/kg, citrato sédico 2,0 g/kg, arginina 9,2 g/kg, sacarosa 9,2 g/kg, Polisorbato 80 0,02 %
(p/p), pH: 7,0 £ 0,1, conductividad: 49 + 2 mS/cm a +25 °C

El equilibrado no se limita al pH, las concentraciones y el tipo de tampon, sales o detergente indicados.

La columna se equilibré con tampdn de equilibrado seguido de carga del material de partida. La resina se sometio a
continuacion a tampoén de equilibrado de nuevo para permitir que la solucién de Factor VIl se separe sobre la
columna de exclusién por tamafio. Cuando la absorbancia a 280 nm se elevé por encima de 0,035 UA en la salida
de la columna, se inici6 la recogida del eluato y cuando la absorbancia se redujo a 0,05, se detuvo la recogida del
eluato. Se tomaron muestras de la carga y el eluato y se analizaron con respecto a FVIII:C, FVIIl:Ag, SEC-HPLC1y
transferencia de Western de FVIILI.
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Tabla 5, Resultados del procedimiento de exclusién por tamafio

Muestra Cantidad |FVIII:C (Ul/ml) / FVIil total: C |[FVIII:Ag (Ul/ml) / FVIl:Ag |Relacion
(ml) (MUI) (%) (MUI) Total (%) |(C/Ag)

Material de partida 489 14633/7,2 100 17582/8,6 100 0,83

(carga)

Elucion 1190 6399/7,6 106 % 6780/8,1 94 0,94

La tabla 5 ilustra la retirada de formas de Factor VIl inactivas del material de partida sobre la etapa de exclusién por
tamario. La relacion de Factor VIII biolégicamente activo como se mide con FVIII:C en comparacion con la cantidad
total de Factor VIII disponible como se mide mediante FVIII:Ag, fue de 0,83 en el material de partida y de 0,94 en la
fraccion de eluato. Esto indica la retirada de formas inactivas de Factor VIII sobre la columna de exclusién por
tamafio debido a agregacion y/o fragmentacion. La Figura 2, carril 5 muestra un perfil de patron de bandas de Factor
VIIl igual para la fraccion de eluciéon en comparacion con el control. La Figura 5, muestra el contenido de monémero
de Factor VIII alto (>99 %) y de agregado bajo (<1 %) del eluato usando el analisis de SEC-HPLC1 en las
condiciones nativas. La Figura 3 ilustra la retirada real de agregado y fragmento de un producto de Factor VIII
monomeérico, como se representa a partir de un cromatograma de exclusiéon por tamafio de produccion.

Ejemplo concluyente 3

La etapa de exclusidon por tamafio retira moléculas de Factor VIII con actividad FVIII:C reducida y/o sin actividad
FVIII:C mediante separacion de moléculas de diferente tamafio. El ambiente de cromatografia y los parametro del
procedimiento facilitan la agregacion y retirada de estos durante el procedimiento, dando como resultado un
producto de Factor VIII monomeérico alto (>99 %) con una actividad bioldgica alta (C/Ag >0,9), como se puede ver en
la Figura 5 y la Tabla 5.

Ejemplo 4, Uso secuencial de cromatografia de afinidad, de intercambio aniénico y de exclusién por tamafo

El siguiente procedimiento ilustra la retirada de formas de Factor VIII sin actividad Factor VIII:C realizando una
secuencia de purificacion que consiste en tres técnicas de cromatografia diferentes procesadas en secuencia:

1. Cromatografia de afinidad (VIlISelect)
2. Cromatografia de intercambio aniénico (QSepharose FF)
3. Cromatografia de exclusion por tamafo (Superdex 200 p.g.)

Columnas y resinas
1. Cromatografia de afinidad (VIlISelect)

Se empaquetd una columna BPG140 con la resina VllISelect a una altura de lecho de diez cm proporcionando un
volumen de columna de 1,5 litros. La resina VIlISelect se obtuvo de GE Healthcare (Cat. N.° 17-5450).

2. Cromatografia de intercambio aniénico (QSepharose FF)

Se empaqueté una columna BPG100 con la resina Q Sepharose FF a una altura de lecho de siete cm
proporcionando un volumen de columna de 0,55 litros. La resina Q Sepharose FF se obtuvo de GE Healthcare (Cat.
17-0510).

3. Cromatografia de exclusion por tamafo (Superdex 200 p.g.)

Se empaquetd una columna BPG100 con Superdex 200 p.g. a una altura de lecho de 69 cm proporcionando un
volumen de columna de 5,4 litros. La resina Superdex 200 p.g. se obtuvo de GE Healthcare (Cat. N.° 17-1043).

Material de partida, composicion de tampdn, etapa de afinidad:

NaCl 0,34 mol/kg, CaCl, 0,035 mol/kg, L-histidina 0,01 mol/kg, L-arginina 0,045 mol/kg, sorbitol 0,2 mol/kg,
polisorbato 80 0,02 % (p/p), Triton X-100 1 % (p/p), 0,3 % tri-n-butil fosfato (TNBP, p/p), pH 6,5 se us6 como material
de partida. El material de partida se produjo como se describe adicionalmente en el documento WO 2009/156430
Al.

Material de partida, composiciéon de tampon, etapa de intercambio aniénico:

NaCl 0,15 mol/kg, CaCl, 0,02 mol/kg, L-histidina 0,02 mol/kg, Polisorbato 80 0,02 % (p/p), pH 7,5 se us6 como
material de partida.

Material de partida, composicién de tampén, etapa de exclusién por tamafio:
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NaCl 0,39 mol/kg, CaCl, 0,02 mol/kg, L-histidina 0,02 mol/kg, Polisorbato 80 0,02 % (p/p), pH 6,2 se us6 como
material de partida.

Composiciones de tampon, cromatografia de afinidad:
Tampon de equilibrado (con Triton X-100 y TNBP)

NaCl 0,3 mol/kg, CaCl; 0,02 mol/kg (2xH-20), L-histidina 0,02 mol/kg, Triton X-100 1 % p/p, TNBP 0,3 % p/p, pH: 6,5
+ 0,1, conductividad: 31 + 3 mS/cm a +25 °C

Tampon de lavado 1 (tampon de equilibrado sin Triton X-100 y TNBP)

NaCl 0,3 mol/kg, CaCl, 0,02 mol/kg, L-histidina 0,02 mol/kg, Polisorbato 80 0,02 % (p/p), pH: 6,5 + 0,1,
conductividad: 31 £+ 3 mS/cm a +25 °C

Tampén de lavado 2

NaCl 1,0 mol/kg, CaCl, 0,02 mol/kg, L-histidina 0,02 mol/kg, Polisorbato 80 0,02 % (p/p), pH: 6,5 + 0,1,
conductividad: 85 + 3 mS/cm a +25 °C.

Tampon de elucion

NaCl 1,5 mol/kg, CaCl, 0,02 mol/kg, L-histidina 0,02 mol/kg, Polisorbato 80 0,02 % (p/p), etilenglicol (EG) 50 % (p/p),
pH: 6,5 £ 0,1, conductividad: 39 + 3 mS/cm a +25 °C.

Los tampones de equilibrado, lavado y elucion no se limitan al pH, las concentraciones y el tipo de tampon, sales o
detergente indicados.

Composiciones de tampon, cromatografia de intercambio aniénico:
Tampén de equilibrado

NaCl 0,1 mol/kg, CaCl, 0,02 mol/kg (2xH20), L-histidina 0,02 mol/kg, Polisorbato 80 0,02 % (p/p), pH: 7,5 + 0,1,
conductividad: 15+ 1 mS/cm a +25 °C

Tampén de lavado

NaCl 0,32 mol/kg, CaCl, 0,02 mol/kg, L-histidina 0,02 mol/kg, Polisorbato 80 0,02 % (p/p), pH: 7,5
conductividad: 32,5 + 2,5 mS/cm a +25 °C

I+

0,1,

Tampon de elucion

+

NaCl 0,39 mol/kg, CaCl, 0,02 mol/kg, L-histidina 0,02 mol/kg, Polisorbato 80 0,02 % (p/p), pH: 6,0 = 0,1,
conductividad: 40 £ 2 mS/cm a +25 °C.

Los tampones de equilibrado, lavado y elucién no se limitan al pH, las concentraciones y el tipo de tampon, sales o
detergente indicados.

Composiciones de tampon, cromatografia de exclusion por tamanio:
Tampon de equilibrado

NaCl 30,7 g/kg, CaCl, 0,5 g/kg, citrato sédico 2,0 g/kg, arginina 9,2 g/kg, sacarosa 9,2 g/kg, Polisorbato 80 0,02 %
(p/p), pH: 7,0 £ 0,1, conductividad: 49 + 2 mS/cm a +25 °C

El equilibrado no se limita al pH, las concentraciones y el tipo de tampon, sales o detergente indicados.

La columna respectiva (cromatografia de afinidad, intercambio i6nico, exclusiéon por tamafio) se equilibré con tampon
de equilibrado como se ha definido anteriormente.

La resina de cromatografia de afinidad se procesé en primer lugar, cargando el material de partida como se ha
definido anteriormente y en la Tabla 6, seguido de lavar la columna con tampén de lavado 1 y tampén de lavado 2,
como se ha definido anteriormente. A continuacion, el producto de Factor VIl biolégicamente activo se eluyd
mediante el tampoén de elucién. El eluato fue, después de la toma de muestras (FVIII:C, FVIIl:Ag), el material de
partida para la siguiente etapa de cromatografia de intercambio aniénico.

El eluato de la etapa de cromatografia de afinidad se diluyé 10 veces para conseguir las condiciones de material de
partida como se ha definido anteriormente. El material de partida diluido se procesé sobre la columna de intercambio
anionico seguido del tampdn de lavado, como se ha definido anteriormente. A continuacion, el producto de Factor
VIII biolégicamente activo se eluyd aplicando el tampdn de elucién. El eluato fue, después de la toma de muestras
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(FVIIL:C, FVIII:Ag), el material de partida para la siguiente etapa de cromatografia de exclusiéon por tamafo.

El eluato de la etapa de intercambio anidnico se descongeld si estaba congelado, se procesé de otro modo
directamente sobre la etapa de cromatografia de exclusion por tamafio, como se ha definido anteriormente y en la
Tabla 6. Después de aplicacion del producto en la columna, el tampdn de equilibrado se procesoé sobre la columna
hasta que se eluy® la fraccion de Factor VIII monomérico. La fraccion de Factor VIII monomérico se inicié cuando la
absorbancia, medida a 280 nm, se elevd por encima de 0,04 UA. Ademas, la recogida de fraccion de Factor VIII
monomeérico se detuvo cuando la absorbancia, medida a 280 nm, volvié a 0,01 UA. Se tomaron muestras del eluato
y se analizaron con respecto a; FVIII:C, FVIII:Ag, transferencia de Western de FVIII, SEC_HPLC y composicion de
aminoacidos.

El procedimiento descrito anteriormente se repitid para 5 lotes diferentes en condiciones especificas (Tabla 6) para
estudiar la reproducibilidad, cuyo resultado se puede ver en la Tabla 7.

Tabla 6, Propiedades de carga de columna de 5 lotes diferentes

Afinidad Intercambio aniénico Exclusién por tamafio
Lote FVIII:C Ul/ml FVIII:C Ul/ml de FVIII:C Ul/ml | EVII:C Ul/mlde | EVIII:C Ul/ml |Carga de columna
resina resina %
Lote 1 993 7987 281 13016 12187 8
Lote 2 1165 003 315 14671 14601 5/4*
Lote 3 652 9355 360 14735 14559 5/5*
Lote 4 775 11114 342 17631 15067 5/5*
Lote 5 628 8423 317 14405 16058 7

* La columna de exclusién por tamafio se realizé en 2 ciclos, para no superar la carga de columna maxima
especificada del 8 %, después de lo cual se mezclaron los dos eluatos recibidos en un grupo, del que se extrajeron

las muestras analiticas.
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La tabla 7 ilustra la retirada de formas de Factor VIII inactivas del material de partida, de cinco lotes diferentes, sobre
la primera etapa de purificacion del procedimiento (cromatografia de afinidad), seguido de la segunda etapa de
purificacion del procedimiento (cromatografia de intercambio aniénico) y finalmente la tltima etapa de purificacion del
procedimiento (cromatografia de exclusion por tamaiio).

La Figura 6 muestra una superposicion de los 5 lotes de produccién (segun la Tabla 6-7) realizados en la etapa de
cromatografia de exclusion por tamafo. El inicio y la terminacion de la fraccion de eluato de exclusion por tamafio
recogida se indican en la figura.

La relacién de Factor VIII biolégicamente activo como se mide con FVIII:C en comparacién con la cantidad total de
Factor VIl disponible como se mide mediante FVIII:Ag, fue de 0,70 como un valor medio para el material de partida
antes de la etapa de afinidad. La relacion de FVIII C/Ag aumenta después hasta 0,80 como un valor medio después
de la etapa de afinidad y aumenta ademas hasta 0,85 como un valor promedio después de la etapa de intercambio
aniénico. Ademas, finalmente termina a 0,95 después de la etapa de purificacion de exclusion por tamafo, cercana a
la relacion de FVIII C/Ag 6ptima de 1,0. Esto puede estudiarse adicionalmente en la Tabla 7, que muestra todas las
concentraciones de FVIII:C y FVIII:Ag y la relacion FVIII:C/FVIII:Ag para las etapas respectivas para los 5 lotes
realizados.

Las Figuras 7, 9, 11, 13 y 15 muestran los resultados después de analisis por SEC-HPLC1 del eluato de intercambio
anidnico para los lotes 1-5 como se define en la Tabla 6-7. Los resultados de SEC-HPLC1 para todas las muestras
de eluato de intercambio aniénico muestran ausencia (4 lotes) o cantidades muy bajas (<1 %) de agregados (valor
medio para los 5 lotes de 0,1 %), un contenido de monémero de FVIII de >97 % (valor medio para los 5 lotes de
98,5 %) y contenido de fragmento de <2 % (valor medio para los 5 lotes de 1,4 %). El eluato de intercambio aniénico
después de realizar la etapa de afinidad seguida de la etapa de intercambio aniénico, muestra un alto contenido de
monomero de Factor VIl y un bajo contenido de partes de FVIII de fragmento/agregado inmunogénico potencial.

Las Figuras 8, 10, 12, 14 y 16 muestran los resultados después de analisis por SEC-HPLC1 del eluato de exclusion
por tamafo para los lotes 1-5 como se define en la Tabla 6-7. Los resultados de SEC-HPLC1 para todas las
muestras de eluato de exclusion por tamafio no muestran una cantidad visible o detectable de agregados, un
contenido de monémero de FVIII de >98 % (valor medio para los 5 lotes de 98,6 %) y contenido de fragmento de
<2 % (valor medio para los 5 lotes de 1,4 %). El eluato de exclusion por tamafo, después de realizar la etapa de
afinidad seguida de la etapa de intercambio aniénico y la etapa de exclusion por tamafio, muestra un alto contenido
de mondmero de Factor VI, sin sefiales detectables o visibles de agregado y bajo contenido de fragmentos de FVIII.

Ejemplo concluyente 4

Las tres etapas de cromatografia realizadas en secuencia 1-3 segun el ejemplo 4, contribuyen a la retirada de
moléculas de Factor VIII inactivas, segun la invencion. Esto indica que las moléculas de Factor VIl inactivas
retiradas mediante las diferentes etapas son diferentes en sus propiedades biofisicas y la realizacion de las etapas
en conjuncién secuencial entre si para proporcionar un producto de Factor VI purificado final con el menor grado de
contenido de Factor VIl inactivo y el mayor grado de contenido de monémero de Factor VIII proporcionaria el menor
riesgo de reacciones inmunogénicas en pacientes.

Ejemplo 5, Parametros de cromatografia de exclusion por tamario (altura de la columna, concentracion de FVIII:C,
carga)

El siguiente ejemplo ilustra parametros de exclusidon por tamafio (concentracion de FVIII:C y carga de columna)
importantes para la actividad biologica (FVIII:C/Ag).

Columna y resina

Se empaquetd una columna BPG200 con Superdex 200 p.g. a una altura de lecho de 62 cm proporcionando un
volumen de columna de 19,5 litros. La resina Superdex 200 p.g. se obtuvo de GE Healthcare (Cat. N.° 17-1043).

Material de partida

Un material que contenia Factor VIII con la siguiente composicion, NaCl 0,4 mol/kg, CaCl, 0,02 mol/kg, L-histidina
0,02 mol/kg, Polisorbato 80 0,02 % (p/p), pH 6,2 se usé como material de partida. El material de partida se produjo
como se describe en el ejemplo 2 (la fraccion de elucion del producto).

Composicion de tampén:
Tampén de equilibrado

NaCl 30,7 g/kg, CaCl, 0,5 g/kg, citrato sédico 2,0 g/kg, arginina 9,2 g/kg, sacarosa 9,2 g/kg, Polisorbato 80 0,02 %
(p/p), pH: 7,0 £ 0,1, conductividad: 49 + 2 mS/cm a +25 °C

El equilibrado no se limita al pH, las concentraciones y el tipo de tampon, sales o detergente indicados.
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Se realizaron siete lotes diferentes (A-G) segun la Tabla 8 a continuacién. La columna se equilibré con tampén de
equilibrado seguido de carga del material de partida. La resina se someti6é a continuacién a tampon de equilibrado
para permitir que la soluciéon de Factor VIl se separe sobre la columna de exclusién por tamafio. Cuando la
absorbancia a 280 nm se elevo por encima de 0,035 UA en la salida de la columna, se inicid la recogida del eluato y
cuando la absorbancia se redujo a 0,005 UA se detuvo la recogida del eluato. Se tomaron muestras del material de
partida y el eluato y se analizaron con respecto a FVIII:C, FVIII:Ag y SEC-HPLCA1.

Tabla 8, Condiciones experimentales y actividad biolégica resultante de FVIII:C/Ag

Lote Concentracion de carga de |Carga de Actividad biologica, Material de Actividad biologica,
FVIII:C, Ul/ml columna, % partida de FVIII:C/Ag eluato de FVIII:C/Ag
A 17101 5,5 nd 0,90
B 16685 5,3 0,83 0,81
C 18046 5,0 0,95 0,99
D 21445 5,2 0,97 1,01
E 15925 4,3 0,86 0,81
F 14844 1,9 0,92 0,79
G 9149 3,9 0,91 0,82

La tabla 8 ilustra que la retirada de formas de Factor VIl inactivas del material de partida sobre la etapa de exclusién
por tamafo depende de diferentes parametros. Una concentracion de Factor VIII:C relativamente baja en
combinaciéon con una carga relativamente baja en la columna, como en el lote E (15925 Ul/ml, 4.3 %) F (14844
Ul/ml, 1,9 % y G (9149 Ul/ml, 3,9 %), parece ser negativa para la actividad biolégica, como se mide con la relacion
FVII:C/FVIII:Ag, en los eluatos respectivos (E-0,81, F-0,79, G-0,82), en comparacion con los lotes A-D (A-0,90, B-
0,81, C-0,99 y D-1,01)

Ejemplo concluyente 5

La concentracion de FVIII:C en combinacién con la carga de columna es importante para el resultado de la etapa de
exclusion por tamafio con respecto a la actividad biolégica. Basandose en datos descritos en el ejemplo 3 y el
ejemplo 4, ambos usando la altura de lecho de 69 cm, parece que los resultados como se describen en el ejemplo 5
con una altura de lecho ligeramente menor (62 cm), probablemente en combinacién con los otros dos factores
importantes (concentracion de FVIII:C y carga de columna) también afectan al resultado de la etapa de exclusion por
tamafio. Se muestra que la etapa de exclusién por tamafo funciona mejor con una alta concentracion de Factor
VIII:C, una altura de lecho de columna alta y una carga de columna de 24 %.

Ejemplo 6, Estabilidad de Factor VIII monomérico bioldgicamente activo en estado congelado.

El siguiente ejemplo ilustra la estabilidad de una solucion de Factor VIII monomérico biolégicamente activo
procesada segun el ejemplo 4, en estado congelado.

Material de partida: Una solucién de Factor VIII segun el ejemplo 4, con un contenido de monémero de Factor VIII de
>99 %, un contenido de agregado de <1 % y una cantidad de Factor VIII inactivo de >0,9, como se mide con la
relacion de Factor VIII bioldgicamente activo en relacion con la cantidad total de Factor VIII (FVIIE:C/FVII:Ag)

Ambiente de tampdn de Factor VIII:

NaCl 30,7 g/kg, CaCl, 0,5 g/kg, citrato sédico 2,0 g/kg, arginina 9,2 g/kg, sacarosa 9,2 g/kg, Polisorbato 80 0,02 %
(p/p), pH: 7,0 £ 0,1, conductividad: 49 + 2 mS/cm a +25 °C

Condiciones de congelacion y almacenamiento:

La soluciéon de Factor VIII se carga en un recipiente de polietileno plastico de baja densidad y se congela hasta -
40 °C mediante un procedimiento de congelacion rapida durante un maximo de 60 minutos. La solucidon congelada
se almacena a continuacion a una temperatura entre -60 °C y -80 °C durante 36 meses. Se toman muestras
después de 0, 6, 9, 12, 18, 24 y 36 meses de almacenamiento y se analizan con respecto a la actividad bioldgica y el
contenido de monémero, agregado, fragmento.
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Tabla 9, Estabilidad de solucién de Factor VIII almacenada congelada en una temperatura entre -60 °C y -80 °C

Analisis 0 meses |6 meses 9 meses 12 meses |18 meses [24 meses (36 meses
ﬁ‘ljtr';’;;jad bioldgica (FVIIIC, | 5q6 5150 5962 5132 5989 5220 5317
Factor VIIl monémero >94% 94 % >94 % >94 % >94 % >94 % >94 %
agregado fragmento (SEC- [<3 % <3 % <3 % <3 % <3 % <3 % <3 %
HPLC1) <3%  |<3% <3 % <3 % <3 % <3 % <3 %

Como se puede ver en la Tabla 9, la solucién de Factor VIl es completamente estable durante al menos 36 meses
de almacenamiento a temperatura entre -60 °C y -80 °C, con respecto a actividad bioldgica y contenido monomérico
de Factor VIII (formacién de agregado y fragmento).

Ejemplo 7, Estabilidad de Factor VIII monomérico biolégicamente activo en un producto liofilizado.

El siguiente ejemplo ilustra la estabilidad de una solucion de Factor VIII monomérico biolégicamente activo

procesada segun el ejemplo 4 y el ejemplo 6 y a continuacion liofilizada.

Material de partida: Una solucién de Factor VIl congelada producida segun el ejemplo 4 y el ejemplo 6, con un

contenido de mondmero de Factor VIII de >99 %, un contenido de agregado de <1 % y una cantidad de Factor VIII
inactivo de >0,9, como se mide con la relacién de Factor VIII biolégicamente activo en relacion con la cantidad total

de Factor VIII (FVII:C/FVIII:AQ).

Contenido de un vial de Factor VIII después de liofilizar:

Sacarosa 13,5mg
Clorhidrato de arginina 13,5mg
Poloxamero 188 3 mg
Cloruro sédico 45 mg
Cloruro calcico dihidrato 0,75 mg
Citrato sadico dihidrato 3 mg
Factor VIII biolégicamente 250 Ul

activo

Procedimiento de liofilizacion:

Se cargan 2,5 ml del material de partida de Factor VIIl en un vial de vidrio moldeado de 8 ml (tipo |) hasta una
cantidad total de Factor VIII de 250 UL. El vial se somete a un procedimiento de liofilizacién como se describe en la

Tabla 10.

Tabla 10, Procedimiento de liofilizacion

1. Congelacién

Descenso desde temperatura ambiente hasta -5 °C
en 30 min

Mantenimiento a -5 °C durante 30 min
Descenso desde -5 °C hasta -55 °Cen 1 h
Mantenimiento a -55 °C durante 2 h

2. Hibridacion

Aumento desde -55 °C hasta -25 °C en 1 h 15 min
Mantenimiento a -25 °C durante 4 h

Descenso desde -25 °C hasta -40 °C en 1 h 15 min
Mantenimiento a -40 °C durante 2 h

3. Tincion primaria

Reduccioén de la presion hasta 6,5 Pa
IAumento desde -40 °C hasta -30 °C en 30 min
Mantenimiento a -30 °C durante 42 h

4. Tincién secundaria

Reduccién de la presion hasta 2 Pa
Aumento desde -30 °C hasta +25°Cen4 h
Mantenimiento a +25 °C durante 6 h
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Después del procedimiento de liofilizacion, los viales se cierran con tapones de bromobutilo y se encapsulan con
tapas de aluminio. Los viales se almacenaron a +5 °C durante 24 meses. Se tomaron muestras después de 0, 6, 9,
12, 18 y 24 meses de almacenamiento por reconstitucion del producto liofilizado en 2,5 ml de agua para inyeccion y
a continuacion se analizaron con respecto a actividad bioldgica y contenido de monémero, agregado, fragmento,

véase Tabla 11.

Tabla 11, Estabilidad de una solucion de Factor VIl liofilizada almacenada a +5 °C

Analisis O meses | 6 meses | 9 meses 12 meses 18 meses | 24 meses
/Actividad bioldgica (FVIII:C) 267 Ul 280 Ul 280 Ul 281 Ul 287 Ul 282 Ul
>94 % >94 % >94 % >94 % >94 % >94 %
Factor VIIl monémero agregado o o o o o o
fragmento (SEC-HPLC1) <3 % <3 % <3 % <3 % <3 % <3 %
<3 % <3 % <3 % <3 % <3 % <3 %

Como se puede ver en la Tabla 11, el producto de Factor VI liofilizado es completamente estable durante al menos
24 meses de almacenamiento a temperatura de +5 °C, con respecto a actividad biolégica y contenido monomérico
de Factor VIII (formacién de agregado y fragmento).

Ejemplo 8, Determinacion de la relacion de FVIII C/Ag y agregado, monoémero y fragmento en el producto liofilizado
final segun la invencién y en comparacion con productos recombinantes usando diferentes procedimientos de
purificacion.

El siguiente ejemplo ilustra las propiedades superiores del producto segun la invencién y en comparacion con otros
productos recombinantes disponibles en el mercado usando diferentes procedimientos de purificacion.

Material de partida: Un producto de Factor VIl liofilizado producido segin el ejemplo 7 de la invencién, se
reconstituyo y se comparé con 3 productos de rFVIII competidores diferentes purificados segun 3 procedimientos de
purificacion diferentes (A-C) y se estabilizé con tampones de diferentes formulaciones. Se analizaron las potencias
de al menos 1 vial (250 Ul, 1000 Ul o 3000 Ul) para una buena comparacion entre composiciones de diferentes
formulaciones con respecto a estabilizadores/FVIIl. Todas las muestras se analizaron con respecto a FVIII C/Ag y
con respecto a agregado, monémero y fragmento segun el procedimiento analitico de SEC-HPLC2 en condiciones
de ejecucion nativas.

Tabla 12
pyivial - FEIEC,  levinag, uiimi
C/Ag |[SEC-HPLC2, %
Agregado | Mondmero | Fragmento
rFVIIl acc. a proc. pur.
A 250 95 132 0,72 0 76 24
rFVIIl acc. a proc. pur.
A 1000 441 573 0,77 0 76 24
rFVIIl acc. a proc. pur.
A 3000 638 925 0,69 0 76 24
rFVIIl acc. a proc. pur.
B 1000 242 263 0,92 0 99 1
rFVIIl acc. a proc. pur.
C 500 104 130 0,8 0 77 23
rFVIIl acc. a proc. pur.
c 1000 205 270 0,76 0 80 20
rFVIIl acc. a proc. pur.
c 3000 600 732 0,82 0 77 23
rFVIIl acc. a proc. pur.
de inv. 250 119 131 0,91 0 100 0
rFVIIl acc. a proc. pur.
de inv. 1000 494 531 0,93 0 100 0
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Ejemplo concluyente 8:

La Tabla 12 muestra la calidad superior para FVIIl recombinante producido segun la invencion en un producto
purificado y liofilizado, con respecto a 100 % de contenido de monémero y una relacion de FVIII C/Ag >0,9. Esto
implica ausencia o muy poca cantidad de Factor VIII no biolégicamente activo en el producto final en comparacion
con competidores todos purificados y estabilizados en diferentes condiciones.

Ejemplo 9, Comparacion de la formacion de inhibidor en enfermos de hemofilia A previamente no tratados de un
producto de rFVIII purificado, formulado, liofilizado y almacenado segun la invencion, en comparacion con datos
publicados para un producto de FVIII recombinante competidor?!. Comparacion ademas de la relacion de FVIII C/Ag
y agregado, monoémero y fragmento entre los dos productos.

El siguiente ejemplo ilustra las propiedades superiores del producto segun la invencién y en comparacion con un
producto de FVIII recombinante comercial disponible en el mercado.

Material de partida: Un producto de Factor VIl liofilizado producido segun el ejemplo 7 de la invencién se comparo
con un producto de rFVIIl competidor disponible comercialmente en el mercado purificado segun el procedimiento A
como se describe en el ejemplo 8. Los dos productos se administraron a los pacientes y se siguieron con respecto a
desarrollo de la formacion de inhibidor, segun protocolos clinicos convencionales?' para enfermos de hemofilia A
previamente no tratados. La cantidad de los pacientes que desarrollan inhibidores para el producto respectivo asi
como la relacién de Factor VIII C/Ag y perfil de agregado/monémero/fragmento puede verse en la Tabla 13.

Tabla 13
Inhibidores de pacientes
FVIII: no tratados previamente
’ PNTP), % (n=cantidad de
FVilll |FVII: C,| Ag, ( LY
vial, Ul| Uiml | UIiml | ClAg SEC-HPLC2, % pacientes tratados totales)
Agregado | Mondmero Fragmento
rFVlllace.a|H5) | o5 132 | 072 0 76 24
proc. met. A
;':(‘)’(':" ace-2| 1000 | 441 573 | 077 0 76 24 35,2 (128)*
rFVillace.a| 30, | 633 | 925 | 0,69 0 76 24
proc. met. A
rPVlllace. al o5y | 419 | 131 | 0,01 0 100 0
invencion
11,6 (43)**
rPVillace. a) 600 | 404 531 | 0,93 0 100 0
invencion
*Estudio publicado Collins20142!, **Datos no publicados de estudio en curso

Ejemplo concluyente 9:

La Tabla 13 muestra una cantidad significativamente menor de inhibidores detectados en enfermos de hemofilia A
previamente no tratados usando el producto de la invenciéon en comparaciéon con un producto de rFVIII disponible
comercialmente en el mercado. Ademas, la Tabla 13 muestra la relacion de Factor VIII C/Ag y el perfil de
agregado/mondmero/fragmento de ejemplos de productos para 2 (250 Ul y 1000 Ul) o 3 (250 Ul, 1000 Ul y 3000 UlI)
potencias de vial diferentes, respectivamente. Se podria plantear la hipétesis de que una cantidad menor de FVIII
bioldgicamente inactivo en el producto reduciria la cantidad de inhibidor formado en pacientes. Por lo tanto, se
implica la importancia de la purificacion, la estabilizacion, la liofilizacion y el almacenamiento para productos de FVIII
recombinantes que minimicen el riesgo del paciente con respecto a reacciones inmunoldgicas.

Ejemplo 10, Actividad especifica (pureza) de un producto de FVIII recombinante purificado segun la invencion.

El siguiente ejemplo ilustra la excelente pureza de un producto de FVIII recombinante purificado segun la invencion.
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Material de partida: Una solucién de Factor VIl congelada producida segun el ejemplo 4 y el ejemplo 6, con un
contenido de mondmero de Factor VIII de >99 %, un contenido de agregado de <1 % y una cantidad de Factor VIII
inactivo de >0,9, como se mide con la relacién de Factor VIII biolégicamente activo en relacion con la cantidad total
de Factor VIII (FVIII:C/FVIII:Ag) se analizé segun FVIII:C y el contenido de proteina total segun Bradford.

Ejemplo concluyente 10:

La Figura 18 muestra el aumento de la pureza como se mide por FVIII:C/mg de proteina (medido con Bradford) para
9 lotes purificados segun la invencion (las 3 ultimas etapas; eluato de afinidad, eluato de intercambio aniénico y la
sustancia farmacoldgica (=eluato de cromatografia de exclusién por tamafo)) en escala de produccion, terminando
con una pureza en el entorno de 10.000 Ul/mg de proteina, que es esencialmente rFVIII puro.

Descripcion del analisis

Se mide la actividad bioldgica de Factor VIII (FVIII:C) con un ensayo cromogénico (kit de FVIII COATEST SP, 82
4086 63, Chromogenix/Instrumentation Laboratory (Estados Unidos)), basandose en un procedimiento fotométrico
de dos estadios que mide la actividad bioldgica de Factor VIII como un cofactor.('”)

La cantidad de contenido de antigeno de Factor VIII (FVIII:Ag) se mide con un kit de ELISA (ASSERACHROM®
VIIl:Ag, inmunoensayo enzimatico para Factor VIII, kit, Diagnostica Stago (Francia)), como se describe
adicionalmente('® con reemplazo del tampoén del kit proporcionado con tampén de Tris-NaCl + albumina de suero
bovino 1 % para diluciones de muestras.

Se midid6 mondémero, agregado y fragmento de Factor VIII usando dos columnas analiticas de cromatografia de
exclusion por tamafio (SEC-HPLC) diferentes (SEC-HPLC 1, Superdex 200, 10/300 GL, GE Healthcare y SEC-
HPLC2, BioSEC-3, Agilent Technologies)

Procedimiento de SEC-HPLC1 (Superdex 200) procesado en diferentes condiciones de tampdn nativas (HEPES
25 mM, NaCl 0,5 M, arginina 0,3 M, CaCl> 50 mM, Polisorbato 80 0,02 %, pH 7,5). La carga de muestra es de
aproximadamente 1 % de la columna de exclusiébn por tamafio y la concentracion de Factor VIII:C es
aproximadamente 1000 Ul/ml. EI monémero se defini6 como el principal maximo del cromatograma de FVIII, el
agregado como el maximo que eluia antes y el fragmento como el maximo del cromatograma que eluia después del
maximo de monomero de FVIII.

Se analizaron muestras de FVIII expresado recombinante del procedimiento de SEC-HPLC2 (BiSEC-3) con respecto
a su composicion de agregados, monomeros y fragmentos de FVIII usando cromatografia de exclusion por tamafio
(BioSEC-3, columna SEC de 30 x 4,6 mm Agilent Technologies) en condiciones de tampdn no desnaturalizantes
(Tris-HCI 25 mM, CaCl, 50 mM, NaCl 500 mM; pH 7,0) a un caudal de 0,4 ml/min en un sistema de HPLC Shimadzu.
La carga de muestra fue de aproximadamente 0,2-0,4 ug segun los valores de actividad de FVIII (FVIII:C)
determinados. El mondmero se definié como el principal maximo del cromatograma de FVIII, el agregado como el
maximo que eluia antes y el fragmento como el maximo del cromatograma que eluia después del maximo de
mondémero de FVIII. El tiempo de retencién para muestras de rFVIIl analizadas se comparé también con el tiempo de
retencion de un muestra de peso molecular (15-600 kD, 69385, Sigma-Aldrich Chemie GmbH)

Se mide el producto de degeneracion de Factor VIII basado en el tamafio usando transferencia de Western de FVIIL.
Las proteinas y péptidos de distribucion de masa molecular de FVIIl en preparacion de Factor FVIIl se separan
segun la masa molecular por electroforesis en gel de poliacrilamida (PAGE) de dodecil sulfato sédico (SDS) en
condiciones reductoras. A continuacion, las proteinas se transfieren por electroforesis de la matriz de gel a una
membrana de nitrocelulosa que se incuba posteriormente con un agente de bloqueo. Después se afiaden
anticuerpos monoclonales de oveja comerciales dirigidos a la molécula de Factor VIII humano completa seguido de
un anticuerpo secundario marcado con enzima como una sonda. Como una tercera etapa, se afiade un sustrato
quimioluminiscente y cuando se combina con la enzima, se produce luz como un producto secundario. La
produccion de luz se captura como una imagen en tiempo real usando una camara de dispositivo de carga acoplada
fria. La intensidad de la sefial se correlaciona con la abundancia del antigeno (FVIII) en la membrana de
transferencia.

Se llevé a cabo electroforesis bidimensional con tincién de plata para estudiar el patrén de bandas electroforéticas
de la cadena proteica de Factor VIII. Se realizé isoelectroenfoque como el procesamiento de primera dimension
usando un gradiente de pH lineal de pH 3 a 10. Se proces6 el SDS-PAGE de segunda dimension usando geles de
Tris-Acetato (3-8 %). Los geles se tifieron con tincién de plata después del procesamiento de segunda dimension.

Se realizé analisis de composicién de aminoacidos mediante analisis de aminoacidos composicional después de
hidrdlisis acida de la proteina. Las proteinas se hidrolizaron en HCI 6 M a 110 °C durante 24 h y a continuacion los
aminoacidos se separaron mediante cromatografia de intercambio catiénico en resinas de poliestireno sulfonadas y
se detectaron de forma continua en el eluyente. La deteccion se basa en derivatizacion de ninhidrina después de
columna usando un fotémetro doble para medicién simultanea a 440 nm para prolina y 570 nm para todos los otros
aminoacidos. No puede medirse ningun valor de cisteina o triptéfano ya que este procedimiento no mide estos restos
de forma apropiada. También se omitieron valores para lisina y arginina debido a la interferencia de lisina y arginina
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presentes en la formulacion de tampén.

Se realiz6 identificacion de N-glucano mediante cromatografia de intercambio aniénico de alto rendimiento con
deteccién amperométrica por pulsos (HPAEC-PAD), para determinar glucanos ligados a N.("®). Las cadenas de
glucanos ligados a N se liberan de las proteinas por escision enzimatica (N-Glycanase Plus, producto N.° GKE-
5010B, de Prozyme) y posteriormente se unen con la columna de intercambio anidnico a pH alto (pH 13), seguido de
un gradiente con fuerza iénica aumentada y pH reducido. La separacion de las diversas cadenas de glucanos en el
sistema de cromatografia se consigue debido a diferencias en la carga, el tamafio y la estructura. La columna de
intercambio anidnico fue una columna de cromatografia CarboPac™ PA 200 (250 mm x 3 mm DI, tamafio de
particula 5,5 ym, producto N.° 062896) de Dionex y precolumna CarboPac™ PA 200 (50 x 3 mm DI, producto N.°
062895) de Dionex. El sistema de deteccion usado fue un detector electroquimico ICS-3000 CD con una membrana
de oro de 3 mm (electrodo de trabajo Au ICS-3000, 3 mm, producto N.° 063723), controlado por el software
Chromeleon.

Se recogieron muestras correspondientes a los diferentes maximos cromatograficos en fracciones correspondiendo
cada fraccion a un tiempo de retencion de 1 min. Los glucanos se desalaron en columnas de carbono grafitico
poroso y a continuacion se concentrd cada fraccion. Se realizé separacion cromatografica en un sistema de CL
capilar, usando una columna PGC, y los glucanos se electropulverizaron en linea con una EM de tiempo de vuelo.
Se us6 una base de datos de Functional Glycomics [www.functionalgly-comics.org] tecleando las masas y buscando
una posible coincidencia. Debido a la alta precision de masa (aproximadamente 30 ppm) se determind que la
identificacion de glucanos respectivos era precisa.

Se realizé mapeo de identificacion de péptido de tripsina incluyendo dos etapas principales. En la primera etapa se
usa tripsina para digerir la proteina para analizar en polipéptidos, que se separan y registran en una segunda etapa
usando tecnologia de HPLC. De este modo se genera un patron especifico ("identificacion"). Los péptidos se
detectan por su fluorescencia (principalmente triptéfano) produciendo un mapa mas simplificado en comparacién con
deteccion de UV. El patrén de fluorescencia registrado a lo largo del tiempo representa el mapa de péptidos para la
muestra analizada.

Se determind la concentracion de proteinas usando el ensayo de Bradford?3.

VIlISelect es un medio de cromatografia de afinidad (resina) disefiado para la purificacion de Factor VIII con
supresion del dominio B recombinante.

Segun el archivo de datos 28-9662-37 AB, las caracteristicas clave de GE healthcare de VIlISelect incluyen:

» Purificacion eficaz de Factor VIII con supresion del dominio B recombinante, con altos rendimientos y actividad
especifica conservada

* Alta selectividad

* Excelente capacidad de cambio de escala

*  Produccién sin animales

Son necesarios procedimientos de purificacion eficaces de factores de coagulacion de sangre recombinantes para
tratar enfermos de hemofilia. VIlISelect es un medio de cromatografia de afinidad disefiado para la purificacion de
Factor VIl con supresion del dominio B recombinante, un factor de sangre recombinante clave usado para el
tratamiento de la hemofilia A. Debido a la naturaleza sensible de la molécula de Factor VIII, es importante limitar el
numero de etapas en el procedimiento corriente abajo. La alta selectividad y el rendimiento obtenido usando
VIlISelect permite un procedimiento de purificacion robusto y eficaz con excelente pureza obtenido en una etapa. La
produccion sin animales y baja filtracion de ligandos son propiedades adicionales que hacen a este medio altamente
adecuado para produccion a gran escala de Factor VIl con supresion del dominio B recombinante. VIlISelect es
parte del programa de medios disefiados a peticion de GE Healthcare.

Caracteristicas del medio

VIlISelect se basa en una matriz basada en agarosa altamente reticulada, que permite un procesamiento rapido de
grandes volumenes de muestras. El ligando, una proteina recombinante de 13 kD, se une con la matriz de base
porosa mediante una rama espaciadora hidréfila haciéndola facilmente disponible para unién con el Factor VIII con
agotamiento de dominio recombinante (Fig 1). La Tabla 14 resume las caracteristicas principales de VIlISelect.

Principios funcionales

La cromatografia de afinidad aprovecha un ligando inmovilizado que adsorbe una molécula o un grupo de moléculas
especifico en condiciones de union adecuadas y las desorbe en condiciones de elucion adecuadas. Estas
condiciones dependen de la molécula diana, la composicion de suministro y el medio de cromatografia, y deben
estudiarse junto con otros parametros cromatograficos (por ejemplo, carga de muestras, velocidad de flujo, altura del
lecho,
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Estructura parcial de VllISelect.
regeneracion y limpieza en el sitio) para establecer las condiciones que uniran la molécula con la mayor
recuperacion de producto.

El Factor VIII recombinante puede aplicarse directamente a la columna VIlISelect de lisados celulares clarificados o
sobrenadantes.

Tabla 14. Caracteristicas principales de VIlISelect

Matriz agarosa altamente reticulada

Tamarnio de particula promedio 75 um

Ligando Proteina recombinante (M, 13.000) producida en S. cerevisiae.
Capacidad Tipicamente 20.000 Ul/ml de gel

Caudal y contrapresion recomendados para Hasta 300 cm/h a 30 cm de altura del lecho, Maximo 0,3 MPa,
estabilidad del pH 3 bar

Largo plazo 3-10

Corto plazo 2-12

Los tampones siempre deberian contener iones Ca®* para promover la formacion de la conformacion activa de
Factor VIII. La presencia de un tensioactivo es necesaria para inhibir la desnaturalizaciéon/absorcién inducida en
superficie. Deberian usarse siempre tampones de pH neutro e histidina para unién, lavado y eluciéon para mantener
la actividad de Factor VIl especifica. Dependiendo de la naturaleza del material aplicado a VIlISelect, normalmente
es necesaria regeneracion después de cada ciclo, seguido de reequilibrado en tampén de equilibrado/carga.

Estabilidad

El ligando se une a la matriz de base altamente reticulada mediante un enlace amida estable. La Figura 2 muestra
un estudio en el que se almacend VllISelect a temperatura ambiente a diferentes valores de pH durante una
semana. La figura muestra que la estabilidad es alta entre pH 3 y 10. GE recomiendan almacenamiento a largo plazo
entre pH 3 y 10 y almacenamiento a corto plazo a pH 2y 12.

Almacenamiento

Las condiciones de almacenamiento recomendadas son etanol 20 % de 4 °C a 8 °C. Se proporciona VIlISelect
prehinchado en una solucion de etanol al 20 %.

Limpieza en el sitio

Un protocolo de limpieza para VllISelect puede consistir en acido citrico 0,1 M o acido fosférico 0,5 M. Sin embargo,
la exposicion prolongada hasta pH < 2 deberia evitarse debido a descomposicion de la matriz de base de agarosa.
Puede usarse hidroxido de sodio (0,01 M) solo o en combinacién con sulfato/cloruro sédico como estabilizador.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento de fabricacion de un producto de Factor VIII que tiene una relacién de FVII:C/FVIII:Ag de al
menos 0,7 en el producto de Factor VIl usando cromatografia, en el que se realiza al menos una etapa
cromatografica por medio del uso de una resina de cromatografia de afinidad que tiene una afinidad por la union
especifica con el Factor VIl que se efectia por un ligando de afinidad que se inmoviliza en la resina de
cromatografia de afinidad, siendo dicho ligando de afinidad un fragmento de anticuerpo Fab obtenido de levadura de
13 kD dirigido a la molécula de Factor VI, en el que

- se produce unién de Factor VIl con la resina de cromatografia de afinidad en condiciones de baja salinidad
equivalentes a una concentracion de cloruro sédico de 0,1 - 0,5 mol/kg,

- lavado de la resina de cromatografia de afinidad en concentracion salina aumentada en el intervalo de 0,3 —
4 mol/kg de cloruro sédico para la retirada de la cadena ligera, y

- elucién y recogida de Factor VIII en una fraccion separada empleando una concentracion salina en el intervalo
de 0,5 - 4 mol/kg de cloruro sédico en combinacion con etilenglicol 40-60 %, y

en el que la carga de la resina de cromatografia de afinidad con Factor VIl biolégicamente activo es de al menos
10.000 Ul/ml de resina.

2. El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que se realiza al menos una etapa cromatografica por medio del
uso de al menos una etapa cromatografica en una resina de cromatografia de intercambio anionico, y en el que el
producto de FVIII tiene un contenido de monédmero de Factor VIl de 298 % y Factor VIII no agregado esencial.

3. El procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que se realiza al menos una etapa cromatografica por medio del
uso de una etapa de cromatografia de exclusiéon por tamafio.

4. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que la molécula de Factor VIIl es un complejo de una cadena ligera 'y
una cadena pesada y la relacion mejorada de FVIII:C/FVIII:Ag resulta del agotamiento de la cadena ligera de Factor
VIIl, la cadena pesada de Factor VIl y/o cadena ligera de Factor Vlll/cadena pesada de Factor VIl disociadas del
complejo.

5. El procedimiento segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que las condiciones de cromatografia de
afinidad comprenden al menos dos de las siguientes condiciones;

- una carga de resina de Factor VIl biolégicamente activo de mas de 20.000 Ul/ml de resina;

- carga de Factor VIII; NaCl 0,1-0,5 mol/kg, CaCl; 0,01-0,05 mol/kg, L-histidina 0,01-0,05 mol/kg, Polisorbato 80
0,005-0,05 % (p/p), Triton X-100 0,5-2 %, TNBP 0,1-1 %, a pH 6,2-6,8;

- lavado; NaCl 0,5-4 mol/kg, CaCl» 0,01-0,05 mol/kg, L-histidina 0,01-0,05 mol/kg, Polisorbato 80 0,005 -0,05 %
(p/p), a pH 6,2-6,8;

- Elucién de Factor VIII; NaCl 0,5-4 mol/kg, etilenglicol aproximadamente 40 -60 %, CaCl, 0,01-0,05 mol/kg, L-
histidina 0,01-0,05 mol/kg, Polisorbato 80 aproximadamente 0,005 -0,05 % (p/p), a pH 6,2-6,8.

6. El procedimiento de la reivindicacion 2, en el que la cromatografia de intercambio anidnico se realiza en
condiciones en las que el Factor VIIl se une con la resina de cromatografia de intercambio anionico y las formas
bioldgicamente inactivas se retiran de la resina de cromatografia de intercambio anionico antes o después de la
elucién de Factor VIII bioldgicamente activo, en el que

- carga de Factor VIII en condiciones de baja salinidad equivalentes a una concentraciéon de cloruro sédico de
0,01-0,15 mol/kg para union de Factor VIl y retirada de formas inactivas de Factor VI, y lavado de la resina de
cromatografia de intercambio aniénico en condiciones de salinidad media equivalentes a una concentracion de
cloruro sédico de 0,15 - 0,3 mol/kg para retirada de formas inactivas de Factor VIII, y

- elucién y recogida de Factor VIII monomérico intacto de la resina de cromatografia de intercambio aniénico en
una fraccién separada empleando condiciones de alta salinidad equivalentes a una concentracion de cloruro
sédico de 0,3 - 1 mol/kg.

7. El procedimiento segun la reivindicacion 2 o 6, en el que el Factor VIII bioldgicamente inactivo se retira mediante
la etapa de cromatografia de intercambio anidnico y que da como resultado una fraccion de producto monomérico
que comprende al menos dos de las siguientes condiciones cromatograficas:

- una carga de resina de Factor VIII biolégicamente activo de al menos 10.000 Ul/ml de resina, preferentemente
al menos 15.000 Ul/ml de resina y mas preferentemente mas de 20.000 Ul/ml de resina;

- condiciones de carga de Factor VIII; NaCl 0,05-0,15 mol/kg, CaCl, 0,01-0,05 mol/kg, L-histidina 0,01-0,05
mol/kg, Polisorbato 80 0,005 -0,05 % (p/p), a pH 6,0-7,5;

- condiciones de lavado; NaCl 0,15-0,3 mol/kg, CaCl, 0,01-0,05 mol/kg, L-histidina 0,01-0,05 mol/kg, Polisorbato
80 0,005 -0,05 % (p/p), a pH 6,0-7,5;

- condiciones de elucion de Factor VIII; NaCl 0,3-0,5 mol/kg, CaCl, 0,01-0,05 mol/kg, L-histidina 0,01-0,05 mol/kg,
Polisorbato 80 0,005 -0,05 % (p/p), a pH 6,0-7,5.
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8. El procedimiento segun la reivindicacion 2, 6 o 7, en el que la resina de intercambio aniénico es un intercambiador
anionico fuerte con un ion de amina cuaternaria como ligando acoplado a una matriz de agarosa 6 % reticulada con
un diametro esférico de 45-165 um, con una capacidad de unién a ion total de aproximadamente 0,18 -
0,25 mmol/ml.

9. El procedimiento de la reivindicacion 3, en el que la etapa de cromatografia de exclusion por tamafio comprende
al menos dos de las siguientes condiciones:

- una carga de muestra de 4-8 % del volumen de columna,

- una altura de columna de 60-90 cm,

- una concentracion de Factor VIl biolégicamente activo en la carga de muestra de al menos 10.000 Ul/ml,
preferentemente al menos 15.000 Ul/ml y mas preferentemente mas de 20.000 Ul/ml,

- un tampodn de equilibrado de columna para agregacion éptima de formas inactivas de Factor VIII; NaCl 0,2-0,7
mol/kg, CaCl; 0,01-0,05 mol/kg, citrato sédico 0,01-0,05 mol/kg, sacarosa 0,5-2 % (p/p), L-arginina 0,5-2 % (p/p),
Poloxamero 188 0,1-1 % (p/p), a pH 6,0-7,5,

en el que el Factor VIII biolégicamente activo se recoge en la forma monomérica, mientras que el Factor VI
inactivo se encuentra en el maximo agregado y/o en la fraccién de maximo fragmentado de una etapa de
cromatografia de exclusion por tamario, y

- la recogida de mondmero de Factor VIII comienza cuando se registra un maximo de absorbancia de 30-40 mUA
después de la columna y se detiene cuando el maximo de absorbancia vuelve a 1-40 mUA, relacionado con 2-3
veces la cantidad de aplicacién de muestra.

10. El procedimiento segun la reivindicacion 3 o0 9, en el que la resina de cromatografia de exclusion por tamario es
un medio de agarosa/dextrano reticulado esférico con un diametro medio de 34 pym y un intervalo de separacion
6ptimo entre 10.000 - 600.000 Dalton.

11. Un producto de Factor VIII que puede obtenerse segun el procedimiento seguin cualquiera de las reivindicaciones
1 a 10 para su uso en el tratamiento de la hemofilia y que evita la formacién de inhibidores, siendo dicho producto
estable, en particular manteniendo su actividad biolégica, alto contenido de Factor VIII monomérico y bajo contenido
de Factor VIl agregado, en condiciéon congelada y/o liofilizada durante al menos 6 meses, preferentemente durante
al menos 12 meses, mas preferentemente durante al menos 24 meses y mas preferentemente hasta 36 meses.

12. El producto de Factor VIII para su uso segun la reivindicaciéon 11, caracterizado porque el cociente de Factor
VIIl biolégicamente activo (FVII:C) en relacion con la cantidad total de Factor VIII (FVIII:Ag) es 20,7,
preferentemente =0,8, mas preferentemente 20,9 y mas preferentemente 1, y el contenido de monémero de Factor
VIIl es de =98 %, preferentemente, 299 % y mas preferentemente 100 % después de la ultima etapa y puede
detectarse ese Factor VIl esencial no agregado.

13. El producto de Factor VIII para su uso segun la reivindicacion 10 o 12, caracterizado porque la molécula de
Factor VIl se obtiene de plasma, se obtiene por recombinacion y/o se obtiene por supresion o es una forma
truncada de Factor VIl con actividad biolégica, en particular FVIII con supresion del dominio B.

14. El producto de Factor VIl para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 10 a 13, en el que se produce de
forma recombinante, opcionalmente un derivado de supresion, y se produce en células humanas.

15. El producto de Factor VIII para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 10 a 14, caracterizado porque
la cantidad de inhibidores en enfermos de hemofilia A previamente tratados o no tratados, tratados con el producto,
es 25 %, preferentemente <20 %, mas preferentemente <10 % y mas preferentemente 0 %.
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Minutos

BioSEC-3\rFVIII_1030 (280nm)
BioSEC-3\rFVIII_1030 (Ex:285nm, Em:335nm)

Fig.23
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