ES 2729737 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

@NUmero de publicacion: 2 729 737
GDint. Ci.;

A61K 31/70 (2006.01)
A61K 31/7004  (2006.01
A61K 31/7008 (200601
A61P 7/04 (2006.01)
A61K 38/17 (2006.01)
A61K 31/7016  (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud internacional: 15.03.2013  PCT/EP2013/055474

Fecha y nimero de publicacién internacional:

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud europea:

Fecha y niumero de publicacién de la concesion europea

14.11.2013 WO13167303

15.03.2013  E 13709917 (2)
. 13.03.2019  EP 2846808

T3

Tl’tulo: Composiciones de azlcar para tratamiento
Willebrand

de la hemofilia A y/o la enfermedad de Von

Prioridad:

08.05.2012 EP 12167178

Fecha de publicacion y mencién en BOPI de la
traduccion de la patente:
05.11.2019

@ Titular/es:

CSL BEHRING GMBH (100.0%)
Emil-von-Behring-Strasse 76
35041 Marburg, DE

@ Inventor/es:

SCHULTE, STEFAN,;

SPIRIG, ROLF;

ZOLLNER, SABINE;

MOSES, MICHAEL;
WORMSBAECHER, WILFRIED y
STOEHR, HANS-ARNOLD

Agente/Representante:
CARPINTERO LOPEZ, Mario

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del

Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2729737 T3

DESCRIPCION
Composiciones de azlcar para tratamiento de la hemofilia A y/o la enfermedad de Von Willebrand.
La invencion se refiere a ciertas composiciones de azlcar, y su uso en terapia.

El factor Von Willebrand (VWF) es una glicoproteina plasmatica multimera grande con dos funciones principales de la
hemostasia. En primer lugar, el mismo media la formacion del tapén de plaquetas en el sitio de lesiéon vascular por
interacciones con la matriz subendotelial, seguido por activacion y agregacion de las plaquetas. En segundo lugar,
actua como molécula transportadora para el factor procoagulante VIII (FVIII). La expresién de VWF esta restringida a
los megacariocitos y las células endoteliales, pero el VWF plasmatico se deriva principalmente del endotelio. Una de
sus caracteristicas particulares es una estructura polimera que fluctia en tamafio desde 500 kDa a mas de 20.000
kDa, siendo las formas de mayor tamafo las mas eficientes hemostaticamente. Durante la sintesis, VWF sufre
modificacion extensa después de la traduccién, que incluye dimerizacion, escision proteolitica para eliminar un
propéptido y multimerizacion (De Meyer, Deckmyn, y Vanhoorelbeke, Blood (2009) 113: 5049-57). A lo largo del
camino secretor, se afiaden a cada monémero maduro de 2050 aminoacidos 12 glucanos enlazados a Ny 10 glucanos
enlazados a O, que dan cuenta de aproximadamente 20% de su peso molecular total (Millar y Brown Blood Rev (2006)
20. 2: 83-92). Es interesante, que se ha demostrado que los N-glucanos, asi como los O-glucanos de VWF transportan
los antigenos del grupo sanguineo ABO(H) (Canis et al. J Thromb Haemost (2010) 8. 1: 137-45). Su importancia se
pone de manifiesto por la observacién de que los individuos de grupo sanguineo O(H) tienen niveles plasmaticos 20-
30% mas bajos de VWF que los grupos sanguineos no-O(H) (Jenkins y O'Donnell Transfusion (2006) 46. 10: 1836-
44). Aunque se han llevado a cabo varios estudios orientados a la investigacion del aclaramiento de VWF, el proceso
detallado no esta bien comprendido hasta ahora. Aproximadamente 95 % de las moléculas plasmaticas de FVIII estan
unidas de modo no covalente a VWF, y se ha sugerido por esta razén que el FVIII unido a VWF sigue estrechamente
a VWF en su camino de aclaramiento (Lenting, VAN Schooten, y Denis J Thromb Haemost (2007) 5. 7: 1353-60).

La deficiencia de VWF es responsable de un trastorno hemorragico denominado enfermedad de von Willebrand (VWD)
en tanto que los niveles plasmaticos elevados de VWF representar un factor de riesgo trombético importante. Estan
disponibles una diversidad de concentrados de VWF derivados de plasma (con o sin FVIII) para tratar la VWD. El
tratamiento actual con concentrados de VWF requiere a menudo infusiones repetidas frecuentes.

WO 2010/020423 A2 se refiere a polisacaridos sulfatados no anticoagulantes (NASPs) que se sugiere aumentan una
activacion del factor XI. Asi, la referencia presenta un método de mejora de la coagulacion de la sangre dependiente
del factor XI en un individuo que precisa coagulacion sanguinea mejorada, que comprende administrar una cantidad
terapéuticamente eficaz de una composicion que comprende un NASP al individuo, en donde el NASP mejora la
coagulacion de la sangre de una manera dependiente del factor XI. Trastornos hemorragicos propuestos que pueden
tratarse con NASPs incluyen hemofilia A, hemofilia B y VWD. Sin embargo, no se ha demostrado o indicado impacto
alguno sobre el aclaramiento in vivo del factor von Willebrand.

Por tanto, una reduccion en el aclaramiento y por consiguiente una prolongacion de la semi-vida de VWF podria reducir
la frecuencia de infusiones requerida y mejorar con ello la calidad de vida de los pacientes de VWD. Ademas, esto
podria impactar también positivamente en el tratamiento de la hemofilia A debido a la fuerte correlacién de la semi-
vida de FVIII con la semi-vida de VWF. (Fijnvandraat, Peters y Ten Cate, British Journal of Haematology (1995): 474-
476).

Sumario de la invencién

Los inventores han encontrado sorprendentemente que azlcares accesibles, preferiblemente los aztcares terminales,
que son constituyentes de los antigenos del grupo sanguineo ABO(H), tienen una influencia importante en el
aclaramiento de VWF. Por esta razén, un aspecto de la invencion es una composicidn para uso en el tratamiento de
VWD y/o la hemofilia A como se define en la reivindicacion 1. La composicion comprende un azucar aislado para uso
en el tratamiento de VWD y/o hemofilia A, en donde el aztcar es un residuo de azucar accesible derivado del antigeno
del grupo sanguineo ABO(H), en donde el azlcar es un monosacarido aislado y el monosacarido es uno o mas de
galactosa, fucosa y N-acetilgalactosamina. Preferiblemente, la composicion conduce a una reduccién en el
aclaramiento y aumenta la semi-vida in vivo de VWF, conduciendo esto mas preferiblemente a un aumento
concomitante en la semi-vida de FVIII.

El VWF puede producirse endégenamente, o puede ser exdgeno. El mismo puede derivarse de plasma o producirse
recombinantemente.

El monosacarido aislado puede ser un monosacarido simple o una combinacién de cualesquiera dos o la totalidad de
galactosa, fucosa y N-acetilgalactosamina.
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En el caso de un individuo que recibe VWF exdgeno, la composicion puede administrarse a un individuo que se
encuentra en necesidad de ello antes de la administracién de VWF, o simultdneamente con VWF, o incluso después
de la administracién de VWF. Preferiblemente, la composicion de la invencion se administra antes de la administracion
de VWF.

Un aspecto adicional de la invencién es un producto farmacéutico que comprende la composicion arriba descrita y una
composicion que comprende VWF como una preparacion combinada para uso simultaneo, separado o secuencial en
el tratamiento de VWD o hemofilia A.

Otro aspecto de la invenciéon es una composicion que comprende VWF y uno o mas de galactosa, fucosa o N-
acetilgalactosamina como monosacarido para uso en el tratamiento de VWD o hemofilia A.

Otro aspecto adicional de la invencién es una composicion que comprende dos o mas polisacaridos aislados para uso
como se ha descrito anteriormente, en donde el monosacarido se selecciona de galactosa, fucosa y N-
acetilgalactosamina.

Preferiblemente, el monosacarido comprendido en cualquiera de las composiciones detalladas anteriormente,
aumenta la supervivencia de VWF en la sangre de un mamifero por inhibicion de la interacciéon de VWF con un receptor
de aclaramiento.

Preferiblemente, el receptor de aclaramiento es un receptor tipo C analogo a lectina, seleccionandose mas
preferiblemente de los subgrupos de receptores de lectinas tipo C asialoglicoproteina y receptores DC y colectinas,
de acuerdo con la definicion dada en Zalensky & Gready (2005) FEBS-Journal 272, 6179-6217. Mas preferiblemente,
el receptor tipo C semejante a lectina se selecciona de ASGR, CLEC4M, CLEC10A, CLEC4F, Colectina-12.

En otra realizacién preferida, el receptor de aclaramiento es un receptor de barrido clase A tal como el receptor de
barrido A5 (SCARADS).

Descripcion detallada de la invencion

Los inventores han encontrado sorprendentemente que la asialofetuina de bovino, asi como la asialoglicoproteina
alfa-1 acida, que se fijan preferiblemente a receptores de galactosa (v. g. el receptor de asialoglicoproteina, ASGPR
en el higado), bloquean el aclaramiento de VWF, lo que sugiere que tales receptores son receptores potenciales de
aclaramiento para VWF in vivo. Como se ha mencionado anteriormente, los inventores han encontrado también
sorprendentemente que los residuos azucar accesibles, v. g. los terminales de los antigenos del grupo sanguineo
ABO(H) tienen por si mismos una influencia importante en el aclaramiento de VWF. Por tanto, un aspecto de la
invencion es una composicion que comprende un monosacarido aislado para uso en el tratamiento de la hemofilia A
y/o la VWD, en donde el monosacarido como se define en la reivindicacion 1 es un residuo azucar accesible derivado
del antigeno del grupo sanguineo ABO(H), pero se utiliza en una forma aislada, es decir no como parte de un antigeno
del grupo sanguineo ABO(H).

Preferiblemente, la composicién reduce el aclaramiento in vivo de VWF, conduciendo a un aumento concomitante en
la concentracion de FVIII. Preferiblemente, el aclaramiento de VWF in vivo se reduce al menos 1,5 veces, mas
preferiblemente al menos 2 veces, 2,5 veces o 3 veces; reduciéndose el aclaramiento aun mas preferiblemente al
menos 3,5 veces, 4 veces 0 4,5 veces, y reduciéndose muy preferiblemente el aclaramiento al menos 5 o incluso 6
veces.

El VWF puede producirse endégenamente, o puede ser de origen exdgeno. El mismo puede derivarse de plasma o
producirse recombinantemente. Si se produce recombinantemente, puede ser una proteina de fusién de VWF con un
resto prolongador de la semi-vida, v. g. una fusién de albumina o una fusion con Fc. Alternativa o adicionalmente, el
VWF propiamente dicho puede modificarse para aumentar su semi-vida, v. g. por modificacion de la glicoestructura o
por conjugacion (v. g. PEGilacion, poli (acidos sialicos)).

El azucar aislado es uno o mas de galactosa no modificada, preferiblemente D-galactosa, mas preferiblemente 3-D-
galactosa, fucosa, preferiblemente L-fucosa, mas preferiblemente a-L-fucosa y N-acetilgalactosamina, preferiblemente
a-N-acetilgalactosamina.

En el caso de un individuo que recibe VWF exdgeno, la composicion puede administrarse a un individuo que se
encuentra en necesidad de ello antes de la administracién de VWF, o simultdneamente con VWF, o incluso después
de la administracién de VWF. Preferiblemente, la composicion de la invencion se administra antes de la administracion
de VWF, por ejemplo, aproximadamente 5 min antes de la administracion de VWF.

Un aspecto adicional de la invencion es un producto farmacéutico que comprende la composiciéon conforme a la
invencion y una composicion que comprende VWF como una preparacion combinada para uso simultaneo, separado
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o secuencial en el tratamiento de VWF o hemofilia A. La composicion de la invencion comprende uno cualquiera o
mas de galactosa, fucosa o N-acetilgalactosamina como monosacarido. Preferiblemente, la composicion de la
invencién comprende una mezcla de dos cualesquiera, mas preferiblemente una mezcla de la totalidad de dichos tres
monosacaridos. EI VWF puede ser derivado de plasma o recombinante. EI mismo puede comprender restos
prolongadores de la semi-vida. Por ejemplo, VWF derivado de plasma o recombinante puede conjugarse con, por
ejemplo, polietilenglicol u otros polimeros fisiolégicamente aceptables, conjugarse o enlazarse como una proteina de
fusion con albumina, o con un fragmento Fc de IgG. El VWF recombinante puede expresarse como una proteina de
fusién con un resto prolongador de la semi-vida, v. g. como una proteina de fusién con albdmina o una fusién con Fc.
El VWF recombinante puede ser también un VWF modificado, comprendiendo por ejemplo sustituciones, deleciones
o inserciones de aminoacidos que se introducen a fin de modificar sus propiedades o aumentar su semi-vida in vivo.

Otro aspecto de la invenciéon es una composicion que comprende VWF y uno o mas de galactosa, fucosa o N-
acetilgalactosamina como un monosacarido, para uso en el tratamiento de VWD o hemofilia A. Las mismas opciones
detalladas anteriormente para el aspecto previo de la invencién son aplicables aqui.

Otro aspecto adicional de la invencién es una composicion como se ha descrito arriba que comprende dos o mas
azucares aislados, en donde el azucar se selecciona de galactosa, fucosa y N-acetilgalactosamina. Los dos o mas
azucares aislados estan presentes como monosacaridos.

Otro aspecto de la invencién es la composicion arriba descrita para uso médico, en particular para uso en el tratamiento
de VWD o hemofilia A.

Preferiblemente, el azicar comprendido en cualquiera de las composiciones arriba detalladas aumenta la
supervivencia de VWF en la sangre de un mamifero por inhibir la interaccion de VWF con un receptor de aclaramiento.

Preferiblemente, el receptor de aclaramiento es un receptor tipo C semejante a lectina, que es una clase de lectinas
animales (y humanas) que se fijan a un carbohidrato de una manera dependiente de calcio. Mas preferiblemente, el
receptor de aclaramiento se selecciona de los subgrupos siguientes de receptores de lectinas tipo C:
asialoglicoproteina y receptores DC y colectinas. Mas preferiblemente, el receptor tipo C semejante a lectina se
selecciona de ASGPR, CLEC4M, CLEC10A, CLEC4F, Colectina-12.

En otra realizacién preferida, el receptor de aclaramiento es un receptor de barrido clase A tal como el receptor de
barrido A5 (SCARADb).

Los receptores tipo C semejantes a lectinas se revisan en Zalensky & Gready (2005) FEBS-Journal 272, 6179-6217,
que se incorpora en esta memoria por referencia en su totalidad. Los receptores asialoglicoproteina y DC son un
subgrupo de receptores tipo C semejantes a lectinas. Los mismos son proteinas transmembranales tipo Il que
contienen una cola citoplasmica corta, un dominio transmembranal, una regién de tallo extracelular y un dominio de
lectina tipo C que se fija a Ca?*/carbohidrato. La longitud de la region de tallo, que esta implicada en la oligomerizacion,
varia notablemente entre miembros diferentes de este subgrupo. Miembros de este subgrupo son, por ejemplo, el
receptor de asialoglicoproteina, la lectina de fijacion de galactosa de los macréfagos (MGL), la molécula-3-de agarre
de adhesion intercelular especifica de las células dendriticas no-integrina (DC-SIGN), y otros. El receptor
asialoglicoproteina es un heterotrimero, expresado en el parénquima hepatico, codificado por dos genes (ASGR1 y
ASGR2). El mismo fija e internaliza los oligosacaridos terminados en galactosa de las glicoproteinas desialiladas.
Después de la disociacion del ligando en los lisosomas acidos, el receptor se recicla a la superficie celular.

Las colectinas son un subgrupo diferente de receptores tipo C semejantes a lectinas. Las mismas contienen un dominio
de colageno y funcionan como parte de la primera defensa inmune innata en linea.

CLEC4M, CLEC10A, y CLEC4F son también miembros de la familia del dominio de lectinas tipo C.

SCARA-5 pertenece a un grupo de moléculas de barrido que tienen como su funcidn primaria la iniciacion de
respuestas inmunes. Se expresa en células epiteliales.

La dosis del aztcar aislado puede estar comprendida en el intervalo de 30 mg a 10 g por kg, preferiblemente 50 mg a
8 g por kg, y mas preferiblemente 100 mg a 6 g por kg del monosacarido. Las personas expertas podran determinar
la dosis éptima como cuestion rutinaria.

La expresion "azucar aislado" tiene por objeto hacer referencia al monosacarido respectivo como se define en la
reivindicacion 1.

El término "oligosacarido" se refiere a una cadena de residuos azicar con dos o mas residuos, preferiblemente 3 o
mas residuos.
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El término "glicopéptidos” se refiere a un péptido o proteina con una o mas estructuras glucano unidas, v. g., unidas a
O o unidas a N. La estructura del glucano puede ser lineal o ramificada, y puede comprender uno o mas residuos
azulcar.

El término "semi-vida" se refiere al tiempo necesario para eliminar de la circulacién in vivo la mitad de la proteina. El
area bajo la curva (AUC) se determiné principalmente para evaluar los efectos del aclaramiento. Una reduccion en el
aclaramiento conduce a valores AUC mas altos, y a un aumento de la semi-vida.

El término "antigeno del grupo sanguineo ABO(H)" se refiere a antigenos carbohidrato presentes en los eritrocitos que
son reconocidos comunmente por anticuerpos anti-A o anti-B. El sistema de grupo sanguineo ABO(H) es el sistema
mas importante de tipos de sangre en la transfusion de sangre humana. El antigeno H es un precursor inicial para los
antigenos del grupo sanguineo ABO(H), y es una estructura de carbohidrato enlazada principalmente a proteina, con
una fraccion menor unida a caramida. El mismo esta compuesto de una cadena de [-D-galactosa, (3-D-N-
acetilglucosamina, B-D-galactosa, y a-L-fucosa enlazada unida en posicion 2. El antigeno A contiene una a-N-
acetilgalactosamina unida al residuo D-galactosa en el extremo del antigeno H, mientras que el antigeno B tiene un
residuo a-D-galactosa unido a la D-galactosa del antigeno H. Por tanto, los residuos azucar terminales del sistema de
grupo sanguineo ABO(H) son galactosa, N-acetilgalactosamina y fucosa.

La expresion "factor von Willebrand" (VWF) se refiere a una glicoproteina de la sangre implicada en la hemostasis. La
misma promueve la adhesion de las plaguetas a los sitios de lesidn vascular por formacion de un puente molecular
entre la matriz de colageno sub-endotelial y las plaquetas. Es también un portador para el FVIII de la coagulacion,
protegiéndolo de la degradacion y el aclaramiento. El término puede referirse al VWF natural, pero incluye también
variantes del mismo, v. g. proteinas de fusidon o conjugados, o variantes de secuencia en las que se han insertado,
delecionado o sustituido uno o mas residuos, que mantienen al menos una funcién bioldgica.

La expresion "hemofilia A" se refiere a una deficiencia en el factor FVIII de la coagulaciéon, que usualmente es
hereditario.

La expresion "enfermedad de von Willebrand" (VWD) se refiere a una anormalidad de la coagulaciéon asociada con
una deficiencia cualitativa o cuantitativa de VWF.

La expresién "residuo azucar accesible" se refiere a un residuo azlcar que esta expuesto en la superficie de una
glicoproteina u oligosacarido, refiriéndose el término en particular a un residuo azdcar que es capaz de fijarse a
estructuras endoteliales u otras a las cuales se fija VWF y que bloguea por tanto competitivamente la fijacion de VWF
a estos receptores.

La expresién "receptor de aclaramiento" en el contexto de la presente invencion se refiere a cualquier molécula que
se fija a VWF y conduce a la eliminacion de la molécula fijada del torrente sanguineo. Tipicamente, el aclaramiento
tendra lugar por endocitosis mediada por receptores, y la molécula fijada se degradara en el compartimiento
lisosémico.

Ejemplos
La invencion se ilustra por los ejemplos siguientes, con referencia a las Figuras que siguen:

La Figura 1 muestra la reduccion en el aclaramiento (aumento en AUC) de VWF por una mezcla de 3 azucares
en las ratas.

La Figura 2 muestra el efecto de cada azucar individual sobre el aclaramiento de VWF en las ratas.

La Figura 3 muestra el efecto de una mezcla de 3 azicares sobre el aclaramiento de VWF en ratones
deficientes en VWF.

La Figura 4 muestra la reduccion en el aclaramiento de pdVWF que en ratones deficientes en VWF por dosis
diferentes de asialofetuina.

La Figura 5 muestra la reducciéon en el aclaramiento de rFVIIlI en ratones deficientes en VWF por dosis
diferentes de asialofetuina.

La Figura 6 muestra la reduccion en el aclaramiento de VWF en ratones deficientes en VWF por asialoAGP.
La Figura 7 muestra el efecto de prolongacion de ASF sobre el aclaramiento de VWF en las ratas en
comparacion con el grupo de control con fetuina.

La Figura 8 muestra que el aclaramiento de VWF se inhibia por administracion de dosis multiples de ASF.
La Figura 9 muestra sefales de fijacion aumentada de ASF a proteinas receptoras de aclaramiento
inmovilizadas en comparacién con fetuina utilizada como proteina de control.

La Figura 10 muestra sefiales de fijacion relativa de SPR de concentraciones diferentes de monémeros de
VWF en comparacion con ASF y fetuina por aplicacion de proteinas receptoras de aclaramiento diferentes
inmovilizadas covalentemente en un chip.
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La Figura 11 muestra la fijacion disminuida de ASF a rhASGPR inmovilizada en presencia de galactosa,
fucosa y N-acetilgalactosamina.

La Figura 12 muestra la fijacion de multimeros VWF derivados de plasma a rhASGPR por aplicacién de un
ensayo de fijacion en fase solida.

Ejemplo 1: Influencia de los monosacaridos sobre el aclaramiento de VWF derivado de plasma humano en ratas y
ratones

Los azucares de grupo sanguineo A, B y O(H) estan constituidos por 3 unidades diferentes de monosacarido (en el
caso de H solamente dos); a saber, galactosa (Gal), fucosa (Fuc) y N-acetilgalactosamina (GalNAc). Para evaluar el
efecto de estos azucares sobre el aclaramiento de pd-VWF, se inyectaron ratas por via intravenosa con un bolus de
una "mezcla de azucares", constituida por Gal, Fuc y GalNAc, obtenida de Sigma Aldrich, St Louis, USA, (2g/kg de
cada uno) 15 min antes de la infusién de Haemate® P (200 Ul/kg) tipo O(H). Alternativamente, se utilizé cada aztcar
individualmente a 2 g/kg. Para evitar el enmascaramiento de los antigenos de grupo sanguineo presentes en VWF por
anticuerpos especificos de grupo sanguineo, se utilizé material aislado de individuos de tipo de grupo sanguineo O(H).
Ademas, se ha utilizado adicionalmente como referencia asialofetuina de bovino (250 mg/kg), un ligando descrito para
bloqueo de los receptores de galactosa como el ASGPR en el higado. Se incluyé ulteriormente glucosa (2 g/kg) en el
estudio como control negativo. Se recogieron muestras de sangre y se analizaron respecto al antigeno de VWF
humano por ELISA.

Como se muestra en Fig. 1, la solucién que contenia Gal, Fuc y GaINAc aumentaba notablemente el AUC y retardaba
por tanto el aclaramiento de VWF. El efecto de cada azucar individual se muestra en Fig. 2. Es interesante que Gal
tenia sélo un efecto moderado sobre el aclaramiento de VWF, mientras que Fuc y GalNAc tenian un efecto mas
pronunciado sobre la inhibicién del aclaramiento de VWF.

Ejemplo 2: Efecto de Fuc, Gal y GalNAc sobre el aclaramiento de VWF derivado de plasma en ratones deficientes en
VWF

El efecto de los azUcares sobre el aclaramiento de VWF derivado de plasma humano (pd) se evalué también en
ratones deficientes en VWF. Los animales recibieron por via intravenosa un bolus de una "mezcla de azucares"
constituida por Gal, Fuc y GalNAc (2 g/kg de cada una) 15 min antes de la infusion de Haemate® P (200 Ul/kg) tipo
O(H). Como se muestra en Fig. 3, se observd un efecto de la mezcla de azlcares comparable al mostrado
anteriormente en las ratas sobre el aclaramiento de pd-VWF en los ratones deficientes en VWF.

Ejemplo 3: Efecto de la dosis de aztcar

Se evallan dosis especificas de azucares relacionadas con cada uno de los enfoques descritos anteriormente en
modelos de investigacion de animales tales como ratas y/o ratones deficientes en VWF orientados a encontrar la
concentracion apropiada para aplicaciéon in vivo. Se administran concentraciones diferentes de azucares por via
intravenosa. Por ejemplo, puede utilizarse una gama de concentraciones de aziucar de 30 mg/kg a aproximadamente
6 g/kg, y los azucares se utilizan individualmente y en combinaciones de dos o la totalidad de los 3 azucares. La
administracion oral de las diferentes concentraciones de azicar forma también parte de la investigacion.
Concomitantemente con la administracion de azucares descrita, se coadministran VWF derivado de plasma o
recombinante o preparaciones que contienen a la vez VWF y FVIII; alternativamente, la administracion de VWF o VWF
y FVIIl se retarda aproximadamente 5 min después de la administracion del o de los azucares. Después de la
administracion, se monitorizan continuamente los niveles de antigeno VWF por aplicaciéon de un sistema ELISA
estandarizado. En caso de la administracion de FVIII, se miden ademas los niveles del antigeno FVIII. Las diferentes
dosis de azucares revelan un aumento importante en AUC, dando como resultado una reduccién del aclaramiento de
VWEF (y FVIII). Los enfoques respectivos se investigan ulteriormente en estudios de toxicologia in vivo en lo que
respecta a su compatibilidad.

Ejemplo de Referencia 4: Efecto de los oligosacaridos

Como se describe en los Ejemplos 1 a 3, se aplican enfoques experimentales equivalentes para evaluacion de la
reduccion del aclaramiento tanto de VWF como de FVIII debida a la administracion de oligosacaridos. Por ejemplo, se
utilizan trisacaridos correspondientes a los antigenos del grupo sanguineo, solos y en combinacion. Para la evaluacion
inicial, puede seleccionarse una dosis de aproximadamente 2 g por kg; se lleva también a cabo un estudio de
descubrimiento de la dosis como se describe en el Ejemplo 3 para los monosacaridos.

El aclaramiento de VWF (y FVIII) se reduce acusadamente en presencia de oligosacaridos especificos.

Ejemplo de Referencia 5: Efecto de los glicopéptidos



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2729737 T3

El efecto de los asialo-glicopéptidos tanto sobre el aclaramiento de pd VWF humano como sobre el FVIII recombinante
se evaluo en ratones deficientes en VWF. Los animales recibieron un bolus de asialoglicoproteina alfa-1 acida (asialo-
AGP) o asialo-fetuina 5 min antes de la infusion de pd VWF altamente purificado (se elimin6 el FVIII plasmatico)
mezclado previamente con FVIII recombinante. Se administraron VWF y FVIII recombinante en una concentracion de
200 Ul/kg. El pd VWF es bioquimicamente comparable (glicosilacion, distribucién de multimeros, etc.) a Haemate® P.

Como se muestra en Fig. 4, se observo un aclaramiento reducido para pd VWF en presencia de una concentracion de
asialofetuina igual o mayor que 100 mg/kg (lineas de trazos). Ademas, la reduccioén en el aclaramiento de VWF afecta
también al proceso de aclaramiento de FVIIl como se muestra en Fig. 5. Una reduccion en el aclaramiento de VWF
causada por asialofetuina conduce también a una reduccion en el aclaramiento de FVIIl. Se observé el mismo efecto
por aplicacién de asialo-AGP (bolus de 250 mg/kg). Una revision de los resultados del ensayo respectivo se
proporciona en Fig. 6. Ademas, se utilizaron fetuina y alfa-1-acido-glicoproteina (AGP) como sustancias de control.
Estos materiales llevan acido sidlico terminal en lugar de los residuos galactosa terminales caracteristicos de las
preparaciones tipo asialo. Como era de esperar, las sustancias de control no mostraban un efecto significativo
concerniente a la reduccion en el aclaramiento.

Ademas, como se muestra en Fig. 7, se demostré que el aclaramiento de VWF se reduce en presencia de ASF de
bovino (fetuina después de la eliminacion de los residuos de acido sialico terminales) mientras que el efecto de la
fetuina de bovino sobre el aclaramiento de VWF es menos importante.

Adicionalmente, el efecto prolongador de ASF sobre el aclaramiento de VWF se mantenia por administracion frecuente
de ASF (administracion intravenosa de ASF en ratas a los 5 min, 120 min, 240 min y 360 min después de la
administracion intravenosa de 100 Ul VWF por kg de peso corporal), como se muestra en Fig. 8. Estos datos se
comparan con el aclaramiento de VWF en presencia de ASF que se administr6 como dosis simple y como
administracion multidosis de solucion isotonica de NaCl utilizada como grupo de control.

Ejemplo de Referencia 6: Interaccion con candidatos potenciales receptores de aclaramiento

Debido al hecho de que tanto las asialo-glicoproteinas como los monosacaridos han conducido interesantemente a
una semi-vida prolongada de VWF (y FVIII) in vivo, se investigaron receptores celulares respectivos con respecto a la
interaccion con VWF. Estos estudios se realizaron in vitro y se identificaron candidatos potenciales receptores de
aclaramiento que podrian desempefiar un papel crucial en el aclaramiento de VWF debido a interaccion con ASF y
VWEF.

Método:

Se aplicé tecnologia SPR (Biacore T200, GE Healthcare Biosciences, Uppsala, Suecia) para evaluar los mecanismos
de las interacciones biomoleculares en tiempo real entre VWF, agentes de bloqueo de receptores y candidatos de
receptores de aclaramiento. Los experimentos de interaccion se realizaron a una temperatura de las celdas de flujo
de +25 °C por aplicacion de un tampdn de ejecucion que contenia 10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 5 mM CaCl2y 0,05%
Tween-20 a pH 7,4, que se utilizé también como tampoén de dilucion de las muestras. Los reactivos y las soluciones
stock de tampoén se adquirieron de GE Healthcare Biosciences (Uppsala, Suecia). Los dominios extracelulares de
proteinas receptoras se adquirieron de R&D Systems (Wiesbaden, Alemania). Los ligandos se capturaron en Chips
Sensores C1 Serie S pretratados de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las proteinas receptoras se
inmovilizaron covalentemente por grupos amino libres a la matriz de dextrano carboximetilado por aplicacion del kit de
acoplamiento de amina de acuerdo con el protocolo del fabricante. Se incluyé una celda de flujo en blanco sin proteina
inmovilizada como superficie de referencia en el chip para cambio masivo y cambios de fijacion inespecificos.

Se prepararon concentraciones crecientes de ASF y fetuina comprendidas entre 10. 240 y 10 nM como una serie de
dilucién seriada dos veces en tampodn de ejecucion y se inyectaron secuencialmente a través de la superficie del chip
a 25 pl/min a fin de caracterizar la interaccion proteina-ligando. Para los experimentos realizados con monémeros de
VWF purificados (pd VWF después de reduccion con ditiotreitol y carboximetilacion con yodoacetamida), las
concentraciones estaban comprendidas entre 4000 y 31,25 nM. Las muestras se disefiaron de modo que contuvieran
composiciones de tampdn similares debido a la alta sensibilidad del sistema SPR a los cambios en la composicion del
tampon. La velocidad de flujo relativamente alta se selecciond a fin de evitar la refijacion potencial debida a limitaciones
de transferencia de masa. Los ciclos del analisis de interaccion consistian en una fase de inyeccion de la muestra de
5 min. Esta fase de asociacion iba seguida por una fase de disociacion de 17 min en tampon de ejecucion. Tanto la
superficie del chip como la superficie de control se regeneraron con un pulso de 10 segundos de NaOH 10 mM entre
cada ejecucion a fin de eliminar el analito fijado de las proteinas receptoras inmovilizadas en la superficie.

Los datos cinéticos se analizaron utilizando el Software Evaluation Biacore T200 Version 1. 0 (GE Healthcare
Biosciences, Uppsala, Suecia). Se detectd una interaccion del analito con el ligando por un aumento en la masa
acumulativa, y la fijacion especifica se identifico por sustraccion de la respuesta de fijacion registrada de la superficie
de control, seguido por sustraccidon de una media de las inyecciones en blanco de tampon. Se posiciond un punto de
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informacion 20 segundos después del final de la inyeccion de la muestra y se evalué como representativo de una
interaccion estable proteina-ligando, que era interesante. Asi, se utilizé este punto para la evaluacién y calculo de las
interacciones biomoleculares entre los analitos y los candidatos potenciales de receptores de aclaramiento.
Adicionalmente, la respuesta se calculé con relacion a la linea basal en cada caso.

Una revision de los resultados de fijacion y la interaccion de los candidatos receptores de aclaramiento implicados con
VWF y ASF (y practicamente no con fetuina) se muestra en las Figs. 9 y 10. En conclusion, VWF y ASF se fijan
eficientemente a rhASGPR, rhCLEC4M, rmCLEC4F, rhCLEC10A, rhCOLEC12 and rhSCARAS5. Asi pues, se sugiere
que estos candidatos receptores desempefan un papel crucial en el aclaramiento de VWF.

Ejemplo 7: Inhibicion de la interaccion de ASF con rhASGPR por utilizacién de monosacaridos diferentes

Se seleccion6 rhASGPR para experimentos ulteriores. Se utilizd un enfoque SPR similar a fin de investigar la inhibicion
de la fijacién de ASF en presencia de monosacaridos. Es interesante que galactosa, fucosa y N-acetilgalactosamina
inhibian la fijacion, fendmeno que esta de acuerdo con las observaciones procedentes de estudios en animales
realizados anteriormente (véase Fig. 11). Adicionalmente, la fijacion de ASF era inhibida en ausencia de Ca®*.

Ejemplo 8:

De acuerdo con el Ejemplo 7, la interaccion de los monémeros de pdVWF con los receptores de aclaramiento
mencionados anteriormente se inhibe en presencia de monosacaridos tales como galactosa, fucosa y N-
acetilgalactosamina.

Ejemplo de Referencia 9: Ensayo de fijacion en fase sélida para investigacion de la interaccion receptor-ligando

Ademas del analisis de la interaccion basada en SPR con VWF mondémero, se investigd la interaccion de VWF
multimero (purificado a partir de plasma humano) con rhASGPR utilizando ensayo de fijacion en fase sdlida.
Adicionalmente, se utilizé6 como control asialo-VWF (VWF derivado de plasma después de tratamiento con a(2-3, 6,
8)-neuraminidasa).

Se reconstituyd rhASGPR liofilizada (R&D Systems, Wiesbaden, Alemania) y se diluyé en tampon carbonato-
bicarbonato 0,05 M a pH 9,6, adsorbido sobre placas de 96 micropocillos de adsorcion alta a la temperatura ambiente
durante una noche, después de lo cual se lavé con tampén de lavado (50 mM Tris, 150 mM NaCl, 5 mM CaCl2, y
0,1% (w/v) Tween-20 a pH 7,4). Después de ello, los pocillos se incubaron durante 1 hora con solucién de bloqueo
(50 mM Tris, 150 mM NaCl, 5 mM CaCl2 y 2,5 % (w/v) BSA at pH 7,4) a fin de bloquear la fijacion inespecifica, y se
lavaron luego nuevamente con tampoén de lavado. Las muestras se diluyeron con tampdén de dilucion (50 mM Tris, 150
mM NaCl, 5 mM CaCl2, 0,1% (w/v) Tween-20 y 1% (w/v) BSA a pH 7,4) hasta concentraciones de VWF que oscilaban
desde 100 a 3 yg/ml. VWF interaccionaba con la proteina receptora inmovilizada mientras se incubaban las muestras
durante 1 hora a +37 °C. Después de lavar los pocillos, el VWF asociado se detectd subsiguientemente por un
anticuerpo policlonal comercial de VWF antihumano de conejo conjugado con HRP (DakoCytomation, Glostrup,
Dinamarca) que se habia diluido previamente 1:16,000 en tampdn de dilucion. Los pocillos se incubaron con la solucion
del anticuerpo conjugado con HRP durante 1,5 horas a la temperatura ambiente y se lavaron antes de anadir la
solucion sustrato, un sustrato TMB cromogeno diluido 1:11 en tampdn sustrato TMB (Siemens Healthcare Diagnostics,
Marburg, Alemania), y se incubaron durante 30 min a la temperatura ambiente en la oscuridad. Todos los pasos de
lavado se realizaron 3 veces. La reaccion se pardé con solucién de parada POD (Siemens Healthcare Diagnostics,
Marburg, Alemania) y la reaccion del sustrato se monitorizd fotométricamente por medida de la diferencia en las
longitudes de onda a 450 nm y 620 nm.

Los resultados se dan en Fig. 12. No sélo los multimeros de asialo-VWF interaccionaban con rhASGPR, sino también
multimeros de VWF derivados de plasma, que presentaban una estructura de glicosilaciéon natural sin modificaciones.

Ejemplo 10:
De acuerdo con el Ejemplo 9, los multimeros pd VWF interaccionan con los candidatos de receptores de aclaramiento

mencionados anteriormente. Ademas, la fijacion se inhibe en presencia de ASF o monosacaridos tales como
galactosa, fucosa y N-acetilgalactosamina.
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REIVINDICACIONES

Una composicion que comprende un monosacarido aislado para uso en el tratamiento de la hemofilia A y/o la
enfermedad de von Willebrand, en donde el monosacarido es un residuo azucar accesible derivado de antigeno
del grupo sanguineo ABO(H), en donde el monosacarido aislado es uno o mas de galactosa, fucosa y N-
acetilgalactosamina.

La composicion para uso de la reivindicacion 1, en donde se reduce el aclaramiento in vivo del factor von
Willebrand.

La composicion para uso de la reivindicacion 2, en donde la reduccién del aclaramiento in vivo del factor von
Willebrand conduce a un aumento concomitante en el area bajo la curva que representa la concentracion de factor
VIIL.

La composicion para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el factor von Willebrand se produce
endégenamente.

La composicion para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el factor von Willebrand es de
origen exégeno.

La composicion para uso de la reivindicacion 5, en donde el factor von Willebrand se deriva de plasma.
La composicion para uso de la reivindicaciéon 5, en donde el factor con Willebrand es recombinante.

La composicion para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 y 5 a 7, en donde la composicion se administra
a un individuo que se encuentra en necesidad de ello antes de la administracién del factor von Willebrand.

Un producto farmacéutico que comprende la composicion de cualquier reivindicacion anterior y una composicion
que comprende factor von Willebrand como preparaciéon combinada para uso simultaneo, separado o secuencial
en el tratamiento de la enfermedad de von Willebrand o la hemofilia A.

Una composicion que comprende factor von Willebrand y uno o mas de galactosa, fucosa o N-acetilgalactosamina
como un monosacarido aislado, para uso en el tratamiento de la enfermedad de von Willebrand o la hemofilia A.

La composicion para uso de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde el monosacarido aumenta la
supervivencia del factor von Willebrand en la sangre de un mamifero por inhibicion de la interaccion del factor von
Willebrand con un receptor de aclaramiento.

La composicion para uso de la reivindicacién 11, en donde el receptor de aclaramiento es un receptor tipo C
semejante a lectina.

La composicion para uso de la reivindicacion 12, en donde el receptor tipo C semejante a lectina se selecciona
de los subgrupos asialoglicoproteina y receptores DC y colectinas.

La composicién para uso de la reivindicacion 12 o la reivindicacion 13, en donde el receptor tipo C semejante a
lectina se selecciona de ASGPR, CLEC4M, CLEC10A, CLEC4F, Collectin-12.

La composicién para uso de la reivindicacion 11, en donde el receptor de aclaramiento es un receptor de barrido
clase A tal como el receptor de barrido A5 (SCARAD5).
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Figura 3:
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Figura 5:
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Figura 7:
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Figura 8:
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Figura 9:
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Figura 9, continuacion:
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Figura 9, continuacion:
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Figura 10:
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Figura 10, continuacion:

rhCLEC4M

wssseness  VWF (moONomero)

=)

£

©

£

= LEYENDA

&‘ Respuesta Relativa [RU] agrupada por Sustancia
8 ASF

3 Fetuina
-4

3

o«

lll||l|ll||||l|llll|llll|||ll|llll|llllH’
500 1000 150 2000 2500 3000 00 4000

Concentracion (nM)

19



Figura 10, continuacion:
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Figura 10, continuacion:
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Figura 10, continuacion:
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Figura 12:
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