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DESCRIPCION
Productos conjugados de proteina-polimero
Referencia cruzada a parrafo de aplicacion relacionado

Esta solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud Provisional de EE.UU. Num. 61/285.411 presentada el 10 de
diciembre de 2009.

Antecedentes

El avance en biologia celular y tecnologias de proteinas recombinantes ha llevado al desarrollo de agentes
terapéuticos de proteinas.

Sin embargo, todavia existen obstaculos importantes. La mayoria de las proteinas son susceptibles de degradacion
proteolitica y, por lo tanto, tienen una semivida corta en el sistema circulatorio. Otras desventajas incluyen baja
solubilidad en agua e induccién de anticuerpos neutralizantes.

El anclaje de un polimero, p. €j., polietilenglicol (PEG), a una proteina dificulta el acceso de enzimas proteoliticas a
la cadena principal de la proteina, lo que da como resultado una mayor estabilidad de la proteina. Ademas, también
mejora la solubilidad en agua y minimiza la inmunogenicidad. Existe la necesidad de métodos eficaces para el
anclaje de un polimero a una proteina.

Compendio

Un aspecto de esta invencion se refiere al uso de un producto conjugado de proteina-polimero para el tratamiento de
diversas enfermedades. El producto conjugado tiene la formula
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en el que mPEG tiene un peso molecular de 20 kD e IFN es un radical interferén-a2b. Preferiblemente, el producto
conjugado es sustancialmente puro, p. €j., con una pureza de mas de 70%, 80% o 90%. Las enfermedades que son
tratadas por el producto conjugado son mielofibrosis idiopatica, policitemia vera y trombocitemia esencial.

El término "alquilo" se refiere a un radical hidrocarbonado de cadena lineal o ramificada monovalente. Los ejemplos
de grupos alquilo incluyen metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, terc-butilo, y n-pentilo. De manera similar, los términos
"alquenilo" o "alquinilo" se refieren a un radical hidrocarbonado de cadena lineal o ramificada monovalente que
contiene uno o mas dobles enlaces C=C o uno o mas triples enlaces C=C.

El término "alquileno" se refiere a un radical hidrocarbonado de cadena lineal o ramificada bivalente. De manera
similar, los términos "alquenileno" o "alquinileno" se refieren a un radical hidrocarbonado de cadena lineal o
ramificada bivalente que contiene uno o mas enlaces dobles C=C o uno o mas enlaces triples C=C.

El término "arilo" se refiere a un sistema anular hidrocarbonado (monociclico o biciclico) que tiene al menos un anillo
aromatico. Los ejemplos de radicales arilo incluyen, pero no se limitan a, fenilo, naftilo y pirenilo.

El término "heteroarilo" se refiere a un sistema anular hidrocarbonado (monociclico o biciclico) que tiene al menos un
anillo aromatico que contiene al menos un heteroatomo tal como O, N o S como parte del sistema anular y el resto
son carbono. Los ejemplos de radicales heteroarilo incluyen, pero no se limitan a, furilo, pirrolilo, tienilo, oxazolilo,
imidazolilo, tiazolilo, piridinilo, pirimidinilo, quinazolinilo e indolilo.

El término "cicloalquilo" se refiere a un sistema anular monociclico o biciclico parcial o totalmente saturado que tiene
solo atomos de carbono anulares. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, ciclopropanilo, ciclopentanilo y
ciclohexanilo.

El término "heterocicloalquilo” se refiere a un sistema anular monociclico o biciclico parcial o totalmente saturado
que tiene, ademas de carbono, uno o mas heteroatomos (p. €j., O, N o S), como atomos anulares. Los ejemplos
incluyen, pero no se limitan a, piperidina, piperazina, morfolina, tiomorfolina y 1,4-oxazepano.

Los grupos alquilo, alquenilo, alquinilo, arilo, heteroarilo, cicloalquilo y heterocicloalquilo mencionados en la presente
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memoria incluyen radicales tanto sustituidos como no sustituidos. Los ejemplos de sustituyentes incluyen alquilo C4-
C1o, alquenilo C,-C10, alquinilo C,-C1o, cicloalquilo C3-Csg, cicloalquenilo Cs-Cs, alcoxi C1-C1o, arilo, ariloxi, heteroarilo,
heteroariloxi, amino, alquil(C4-C1¢)amino, dialquil(C1-Czp)amino, arilamino, diarilamino, hidroxiamino, alcoxiamino,
alquil(C4-Cqg)sulfonamida, arilsulfonamida, hidroxi, halégeno, tio, alquil(C+-Cqo)tio, ariltio, ciano, nitro, acilo, aciloxi,
carboxilo y éster carboxilico.

El término "radical 6xido de polialquileno" se refiere a un radical monovalente derivado de 6xido de polialquileno
lineal, ramificado o en forma de estrella. El peso molecular de un radical 6xido de polialquileno puede ser de 2-100
kD. El radical 6xido de polialquileno esta saturado o insaturado. Los ejemplos de un radical 6xido de polialquileno
incluyen, pero no se limitan a, 6xido de polietileno, polietilenglicol, 6xido de poliisopropileno, 6xido de polibutenileno
y copolimeros de los mismos. Otros polimeros tales como el dextrano, poli(alcoholes vinilicos), poliacrilamidas o
polimeros con una base hidrocarbonada también se pueden utilizar para reemplazar el radical éxido de polialquileno,
siempre que no sean antigénicos, toxicos o provoquen una respuesta inmunitaria. El radical 6xido de polialquileno
esta sustituido o no sustituido. Por ejemplo, puede ser polietilenglicol protegido terminalmente con metoxi (MPEG).

El término "radical interferén-a" se refiere a un radical monovalente derivado de cualquier interferén-a. "Interferén-a"
se refiere a una familia de proteinas especificas de especies altamente homologas que inhiben la replicacion viral y
la proliferacion celular y modulan la respuesta inmunitaria. Véanse Bonnem et al., J. Biol. Response Mod., 1984,
3(6): 580-598; y Finter, J. Hepatol., 1986, 3 Supl. 2: S157-160. Puede estar en una forma natural o modificada. El
interferon-a modificado, puede ser, p. €j., una proteina que contiene interferén-a, y 1-4 residuos de aminoacidos
adicionales en el extremo N-terminal del interferén. Segun la invencion, el interferén modificado es

IFN
@
-?3

1
IFN que representa un radical interferon-a,, cuyo grupo amino del extremo N esta unido al grupo carbonilo.

Muchos tipos de proteinas de interferon-a estan disponibles comercialmente, incluyendo el Intron-interferon-A
proporcionado por Schering Corporation, Kenilworth, NJ, el interferon Roferon proporcionado por Hoffmann-La
Roche, Nutley, NJ, el interferon Berofor alfa 2 proporcionado por Boehringer Ingelheim Pharmaceutical, Inc.,
Ridgefield, Conn., Sumiferon proporcionado por Sumitomo, Japén, y Wellferon interferon alfa-nl (INS) proporcionado
por Glaxo-Wellcome Ltd., Londres, Gran Bretafa.

A continuacion, se enumeran las secuencias de aminoacidos de cinco proteinas ilustrativas de interferén-a humano,
ya sea en forma precursora o en forma madura:

maltfallva llvlsckssc svgcdlpgth slgsrrtlml lagmrrislf
sclkdrhdfg fpgeefgngf gkaetipvlh emiggifnlf stkdssaawd
etlldkfyte lygglndlea cviggvgvte tplmkedsil avrkyfqgrit
lylkekkysp cawevvraei mrsfslstnl geslrske SEQ ID NO.: 1

(Véase Krasagakis et al., Cancer Invest. 26(6), 562-568, 2008)

cdlpgthslg srrtlmllag mrkislfscl kdrhdfgfpg eefgngfgka
etipvlhemi ggifnlfstk dssaawdetl ldkfytelyq glndleacvi
ggvgvtetpl mkedsilavr kyfgritlyl kekkyspcaw evvraeimrs
fslstnlges lrske SEQ ID NO.: 2

(Véase Klaus et al., J. Mol. Biol. 274 (4), 661-675, 1997)

mcdlpgthsl gsrrtlmlla gmrrislfsc lkdrhdfgfp geefgngfgk
aetipvlhem iggifnlfst kdssaawdet 1lldkfytely gglndleacv
iggvgvtetp lmkedsilav rkyfqgritly lkekkyspca wevvraeimr
sfslstnlge slrske SEQ ID NO.: 3

(Véase el Numero de Acceso GenBank AAP20099, la versiéon de 30-ABR-2003).



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2786 025 T3

mallfpllaa lvmtsyspvg slgcdlpanh gllsrntlvl lhgmrrispf
lclkdrrdfr fpgemvkgsg lgkahvmsvl hemlqggifsl fhterssaaw
nmtlldglht elhgglghle tcllgvvgeg esagaisspa ltlrryfggi
rvylkekkys dcawevvrme imkslflstn mgerlrskdr dlgss SEQ ID
NO.: 4

(Véase Capon et al., J. Mol. Cell. Biol. 5(4): 768-779, 1985)

lsyksicslg cdlpgthslg nrralillag mgrispfscl kdrhdfglpg
eefdgngfgk tgaisvlhem iggtfnlfst edssaaweqgs llekfstely
gglnnleacv igevgmeetp lmnedsilav rkyfgritly ltekkyspca
wevvraeimr slsfstnlgk rlrrkd SEQ ID NO.: 5

(Véase Lund et al., J. Interferon Res. 5(2), 229-238, 1985)

En un ejemplo, la proteina interferén-a utilizada para preparar un producto conjugado de la presente descripcion
tiene una secuencia de aminoacidos al menos 80% (p. €j., 85%, 90%, 95% o 99%) idéntica a una de las anteriores
secuencias de aminoacidos enumeradas anteriormente, o al fragmento de las mismas que corresponde a un
interferon alfa maduro.

El "porcentaje de identidad" de dos secuencias de aminoacidos se determina utilizando el algoritmo de Karlin y
Altschul Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87:2264-68, 1990, modificado como en Karlin y Altschul Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 90:5873-77, 1993. Tal algoritmo se incorpora a los programas NBLAST y XBLAST (version 2.0) de Altschul et
al. J. Mol. Biol. 215:403-10 1990. Las busquedas de proteinas BLAST se pueden realizar con el programa XBLAST,
puntuacion = 50, longitud de palabra = 3 para obtener secuencias de aminoacidos homélogas a las moléculas de
proteina de la invencion. Cuando existen espacios entre dos secuencias, se puede utilizar Gapped BLAST como
describen Altschul et al., en Nucleic Acids Res. 25(17):3389-3402, 1997. Cuando se utilizan los programas BLAST y
Gapped BLAST, se pueden utilizar los parametros por defecto de los respectivos programas (p. ej., XBLAST y
NBLAST).

El término "grupo funcional de conexién" se refiere a un grupo funcional bi-valente, estando un extremo conectado al
radical polimérico y estando el otro extremo conectado al radical proteico. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan
a, -O-, -S-, éster carboxilico, carbonilo, carbonato, amida, carbamato, urea, sulfonilo, sulfinilo, amino, imino,
hidroxiamino, fosfonato o grupo fosfato.

El producto conjugado de proteina-polimero descrito anteriormente puede estar en forma libre o en forma de sal, si
corresponde. Se puede formar una sal, por ejemplo, entre un anién y un grupo cargado positivamente (p. €j., amino)
en un producto conjugado de proteina-polimero de esta invencion. Los aniones adecuados incluyen cloruro,
bromuro, yoduro, sulfato, nitrato, fosfato, citrato, metanosulfonato, trifluoroacetato y acetato. Del mismo modo,
también se puede formar una sal entre un cation y un grupo cargado negativamente (p. €j., carboxilato) en un
producto conjugado de proteina-polimero de esta invencioén. Los cationes adecuados incluyen iones de sodio, iones
de potasio, iones de magnesio, iones de calcio y un catién de amonio como el i6n tetrametilamonio.

Ademas, el producto conjugado de proteina-polimero puede tener uno o mas dobles enlaces, o uno o mas centros
asimétricos. Tal producto conjugado puede existir en forma de racematos, mezclas racémicas, enantibmeros
individuales, diasteredmeros individuales, mezclas diastereoméricas y formas isoméricas de doble enlace cis o trans
oEoZ

El producto conjugado de proteina-polimero de esta invencion se muestra a continuacion:

0
IFN
0 mpEGo” “ni O

mPEGO)L NWND

L)

en el que mPEG tiene un peso molecular de 20 kD e IFN es un radical interferén-azp.

También se describe el uso del producto conjugado para la fabricacion de un medicamento para el tratamiento de
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uno de los trastornos mencionados anteriormente.

Los detalles de una o mas realizaciones de la invencion se exponen en la siguiente descripcion. Otras
caracteristicas, objetos y ventajas de la invencion seran evidentes a partir de la descripcion y de las reivindicaciones.

Descripcion detallada

Los productos conjugados de proteina-polimero se pueden preparar por métodos sintéticos bien conocidos en la
técnica quimica, p. €j., los métodos descritos en el documento de Estados Unidos Num. de Serie 12/192.485. El
esquema 1 muestra un ejemplo de preparacion de productos conjugados de proteina-polimero. El compuesto 1 de
diamina, que contiene un grupo acetal, se hace reaccionar con carbonato de N-hidroxisuccinimidilo-mPEG (es decir,
compuesto 2) para formar el compuesto 3 di-PEGilado, que posteriormente se convierte en aldehido 4. Este
compuesto aldehido se hace reaccionar con una proteina que tiene un grupo amino libre mediante alquilacion
reductora para proporcionar un producto conjugado de proteina-polimero.

mPEG
/

0 ~
HoN J e Y su HN R, O

H
( )m ) n © /O § ©
R, R3 Rs Rs mPEG \’( ( )m ) n
. O R, RsR; Rs

3
desproteccion

PEG
/ v

< <

HN Ry HN

H H-P H )
/O N 5 D o N CHO
mPEG Y ( )m ) n mPEG/ Y ( )m ) n
o R, Rs Ry Rs o R

2 5 Rs Ry R

Esquema 1

Un producto conjugado de proteina-polimero sintetizado de ese modo se puede purificar adicionalmente mediante
un método tal como cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de filtracién en gel, electroforesis, dialisis,
ultrafiltracion o ultracentrifugacion.

Las reacciones quimicas descritas anteriormente incluyen el uso de disolventes, reactivos, catalizadores, reactivos
de grupos protectores y de grupos desprotectores, y ciertas condiciones de reaccion. Ademas, pueden incluir
etapas, ya sea antes o después de las etapas descritas especificamente en la presente memoria, para afiadir o
eliminar grupos protectores adecuados con el fin de permitir finalmente la sintesis de un producto conjugado de
proteina-polimero. Ademas, se pueden realizar varias etapas sintéticas en una secuencia u orden alternativo para
proporcionar los productos conjugados de proteina-polimero deseados. Las transformaciones quimicas sintéticas y
las metodologias de grupos protectores (proteccion y desproteccion) utiles para sintetizar productos conjugados de
proteina-polimero aplicables son conocidas en la técnica e incluyen, por ejemplo, las descritas en R. Larock,
Comprehensive Organic Transformations, VCH Publishers (1989)); T.W. Greene y P.G.M. Wuts, Protective Groups
in Organic Synthesis, 22. Ed., John Wiley and Sons (1991); L. Fieser y M. Fieser, Fieser and Fieser's Reagents for
Organic Synthesis, John Wiley and Sons (1994); y L. Paquette, ed., Encyclopedia of Reagents for Organcis
Synthesis, John Wiley and Sons (1995) y sus ediciones posteriores.

El producto conjugado de la invencion puede tener una pureza muy alta. Es decir, 60% o mas (p. €j., 70%, 80% o
90%) de las moléculas del producto conjugado son idénticas en todos los aspectos, incluyendo la secuencia del
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radical de proteina y su posicion de union al radical de polimero.

El producto conjugado de esta invencion puede ser farmacéuticamente activo en la forma de producto conjugado.
Alternativamente, puede liberar un interferon-a farmacéuticamente activo, in vivo (p. ej., por medio de hidrdlisis)
escindiendo enzimaticamente la conexion entre el radical de proteina y el radical de polimero. Los ejemplos de
enzimas involucradas en la escisién in vivo de las conexiones incluyen enzimas oxidativas (p. ej., peroxidasas,
amina oxidasas o deshidrogenasas), enzimas reductoras (p. €j., cetorreductasas) y enzimas hidroliticas (p. €j.,
proteasas, esterasas, sulfatasas o fosfatasas).

El producto conjugado de esta invencion se puede utilizar para el tratamiento de la esclerosis multiple, la infeccion
viral cronica (tal como la infeccion por el virus de la hepatitis B, la infeccion por el virus de la hepatitis C y la infeccion
por el virus del papiloma humano), el cancer, la mielofibrosis idiopatica, la policitemia vera y la trombocitemia
esencial. Tiene una semivida in vivo inesperadamente larga, una dosis de farmaco reducida y/o un intervalo de
dosificacion prolongado.

Como se emplea en la presente memoria, los términos "tratar" o "tratamiento" se definen como la aplicacién o
administracion de una composicion que incluye un producto conjugado de proteina-polimero a un sujeto (humano o
animal), que tiene un trastorno, un sintoma de trastorno, un enfermedad o trastorno secundario al trastorno, o una
predisposicion al trastorno, con el proposito de curar, aliviar, mitigar, remediar o mejorar el trastorno, el sintoma del
trastorno, la enfermedad o trastorno secundario al trastorno o la predisposicion al trastorno. "Una cantidad eficaz" se
refiere a una cantidad de un producto conjugado de proteina-polimero que confiere un efecto terapéutico al sujeto
tratado. El efecto terapéutico puede ser objetivo (es decir, medible por algunas pruebas o marcadores) o subjetivo
(es decir, un sujeto da una indicacion o siente un efecto).

También dentro del alcance de esta invencion, una composicién farmacéutica contiene una cantidad eficaz de al
menos uno de los productos conjugados de proteina-polimero descritos anteriormente y un portador
farmacéuticamente aceptable. Adicionalmente, esta invencion incluye un método para administrar una cantidad
eficaz de uno o mas de los productos conjugados de proteina-polimero a un paciente con una o mas enfermedades.
Las dosis eficaces variaran, como reconocen los expertos en la técnica, dependiendo, p. €j., de la velocidad de
hidrélisis de un producto conjugado de proteina-polimero, los tipos de enfermedades a tratar, la via de
administracion, el uso de excipientes y la posibilidad de uso conjunto con otro tratamiento terapéutico.

Para poner en practica el método de la presente invencién, una composicion que tiene uno o mas de los compuestos
mencionados anteriormente se puede administrar por via parenteral, oral, nasal, rectal, tépica o bucal. El término
"parenteral" como se emplea en la presente memoria se refiere a inyeccion subcutanea, intracutanea, intravenosa,
intramuscular, intraarticular, intraarterial, intrasinovial, intraesternal, intratecal, intralesional, intraperitoneal,
intratraqueal o intracraneal, asi como cualquier técnica de infusién adecuada.

Una composicion inyectable estéril puede ser una solucion o suspension en un diluyente o disolvente
parenteralmente aceptable no téxico, tal como una solucién en 1,3-butanodiol. Entre los vehiculos y disolventes
aceptables que se pueden emplear se encuentran el manitol, el agua, la solucién de Ringer y la solucién isoténica de
cloruro de sodio. Ademas, los aceites fijos se emplean convencionalmente como disolvente o medio de suspension
(p- €j., mono o diglicéridos sintéticos). Los acidos grasos, tales como el acido oleico y sus derivados de glicéridos,
son utiles en la preparacion de inyectables, al igual que los aceites naturales farmacéuticamente aceptables, tales
como el aceite de oliva o el aceite de ricino, especialmente en sus versiones polioxietiladas. Estas soluciones o
suspensiones oleosas también pueden contener un diluyente o dispersante de alcohol de cadena larga, o
carboximetilcelulosa o agentes dispersantes similares. Otros tensioactivos de uso comun, tales como Tween o Span
u otros agentes emulsionantes similares o potenciadores de biodisponibilidad que se utilizan cominmente en la
fabricacion de formas farmacéuticas solidas, liquidas u otras formas de dosificacién farmacéuticamente aceptables,
también se pueden emplear para fines de formulacion.

Una composicion para administracion oral puede ser cualquier forma de dosificacion oralmente aceptable incluyendo
capsulas, comprimidos, emulsiones y suspensiones, dispersiones y soluciones acuosas. En el caso de los
comprimidos, los portadores comunmente utilizados incluyen lactosa y almidon de maiz. También se afiaden
tipicamente agentes lubricantes, tales como el estearato de magnesio. Para la administracion oral en forma de
capsulas, los diluyentes utiles incluyen lactosa y almidon de maiz seco. Cuando las suspensiones o emulsiones
acuosas se administran por via oral, el ingrediente activo se puede suspender o disolver en una fase oleosa
combinada con agentes emulsionantes o de suspension. Si se desea, se pueden afadir ciertos agentes
edulcorantes, aromatizantes o colorantes.

Se puede preparar una composicién para inhalacién o aerosol nasal de acuerdo con mecanismos bien conocidos en
la técnica de formulacién farmacéutica. Por ejemplo, tal composicion se puede preparar como una soluciéon en
solucién salina, empleando alcohol bencilico u otros conservantes adecuados, promotores de absorcion para
mejorar la biodisponibilidad, fluorocarbonos y/u otros agentes solubilizantes o dispersantes conocidos en la técnica.
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Una composicion que tiene uno o mas de los compuestos descritos anteriormente también se puede administrar en
forma de supositorios para administracion rectal.

Un portador farmacéuticamente aceptable se utiliza rutinariamente con uno o mas compuestos activos mencionados
anteriormente. El portador en la composicion farmacéutica debe ser "aceptable" en el sentido de que es compatible
con el ingrediente activo de la composicion (y preferiblemente, capaz de estabilizar el ingrediente activo) y no
perjudicial para el sujeto a tratar. Se pueden utilizar uno o mas agentes solubilizantes como excipientes
farmacéuticos para el suministro de un compuesto mencionado anteriormente. Los ejemplos de otros portadores
incluyen 6xido de silicio coloidal, estearato de magnesio, celulosa, laurilsulfato de sodio y D&C Amarillo nim. 10.

Se pueden utilizar ensayos adecuados para evaluar de manera preliminar la eficacia de los productos conjugados
descritos anteriormente en el tratamiento de diversas enfermedades. Por ejemplo, se puede evaluar la eficacia del
producto conjugado en el tratamiento de la policitemia vera y la trombocitemia esencial siguiendo los métodos
descritos por Kiladjian et al., en Blood 2008; 112(8):3065-72 y Langer et al., en Haetatologica 2005; 90: 1333-1338,
respectivamente.

El siguiente ejemplo se debe interpretar como meramente ilustrativo, y no limita el resto de la descripcién de ninguna
manera. Sin mas elaboracion, se cree que un experto en la técnica puede, basandose en la descripcion de la
presente memoria, utilizar la presente invenciéon en toda su extension.

Preparacion de di-PEG aldehido

HN o mPEGO(C=0)0OSu o

X
/> )J\ mPEGO NH O/>
HZNWO DIPEA, CH,Cl, mPEGO H/\/\)\/LO

Se preparé6 PEGO(C=0)OSu de 20 kD a partir de mPEGOH de 20 kD adquirido en (SunBio Inc., CA, EE.UU.) de
acuerdo con el método descrito en Bioconjugate Chem. 1993, 4, 568-569.

Se afadié una solucién de 6-(1,3-dioxolan-2-il)hexano-1,5-diamina en diclorometano (11,97 g de la solucién que
contenia 9,03 mg de diamina, 47,8 pmoles) a un matraz que contenia PEGO(C=0)OSu de 20 kD (1,72 g, 86,0
pmoles). Una vez que PEGO(C=0)OSu se hubo disuelto completamente, se afiadié N,N-diisopropiletilamina (79 pL,
478 pymoles). La mezcla de reaccion se agité a temperatura ambiente durante 24 h, y a continuacion se afiadié metil
t-butil éter (200 mL) gota a gota con agitacion. El producto precipitado resultante se recogioé y se sec6 a vacio para
proporcionar di-PEG acetal (1,69 g, 98%) en forma de un sélido de color blanco.

RMN-H' (400 MHz, d-DMSOQ) 5 7,16 (t, J = 5,2 Hz, 1 H), 7,06 (d, J = 8,8 Hz, 1 H), 4,76 (t, J = 4,8 Hz, 1 H), 4,10-3,95
(m, 4 H), 1,80-1,65 (m, 1 H), 1,65-1,50 (m, 1 H), 1,48-1,10 (m, 6 H).

(0] (0]

O  mPEGO NH O’> (0] mPEGO)L NH

—_—

CHO
mPEGO N (€] mPEGO N
H H

El di-PEG acetal (4,0 g, 0,2 mmoles) se suspendié en tampén de pH 2,0 (acido critico, 40 mL). La mezcla de
reaccion se agité a 35°C durante 24 h y después se extrajo con diclorometano (3 x 50 mL). Las capas organicas
combinadas se secaron sobre sulfato de magnesio, se concentraron y después se redisolvieron en diclorometano
(20 mL). La solucion se afiadio gota a gota a metil t-butil éter (400 mL) con agitacion. El producto precipitado
resultante se recogio y se secé a presion reducida para proporcionar di-PEG aldehido (3,8 g, 95%) en forma de un
sélido de color blanco.

RMN-H' (400 MHz, de-DMSO) & 9,60 (s, 1 H), 7,24 (d, J = 8,4 Hz, 1 H), 7,16 (t, J = 5,2 Hz, 1 H), 4,10-3,95 (m, 4 H),
3,95-3,80 (m, 1 H), 3,00-2,85 (m, 2 H), 2,58-2,36 (m, 2 H), 1,46- 1,15 (m, 6 H).

Preparacion de interferon modificado.

OsFN

N

Se clond un interferén-az, humano recombinante modificado mediante un método de PCR utilizando ADN gendmico
humano como molde. Los oligonucledtidos se sintetizaron basandose en las secuencias flanqueantes de interferén-
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az humano (GenBank Num. de Acceso J00207, 8 de enero de 2008). Los productos de PCR derivados se
subclonaron en el vector pPGEM-T (Promega). La variante de IFN se amplificd por PCR nuevamente a través de los
clones pGEM-T y con posterioridad se subcloné en el vector de expresion de proteinas pET-24a (Novagen), un
vector impulsado por el promotor de la ARN polimerasa de T7, utilizando Ndel/BamHI como sitios de clonacién. El
vector pET-24a se transformo a continuacion en la cepa E. coli BL21-CodonPlus (DE 3)-RIL (Stratagene). Los clones
de alta expresion se seleccionaron manteniendo E. coli BL21-CodonPlus (DE 3)-RIL transformada en presencia de
karamicina (50 pg /mL) y cloranfenical (50 pg/mL).

Se empled un medio de caldo Terrifico (BD, 200 ml) para la propagacion de BL21-CodonPlus (DE 3)-RIL con el gen
Pro-IFN en un matraz de 1000 mL. El matraz se agit6 a 37°C a 230 rpm durante 16 h. Las fermentaciones
discontinuas y semi-continuas se realizaron en un fermentador de jarra de 5 litros (Bioflo 3000; New Brunswick
Scientific Co., Edison, NJ). La fermentacion discontinua utilizé 150 mL de un inéculo de precultivo durante la noche y
3 L del medio de caldo Terrifico con karamicina (50 pg/mL), cloranfenical (50 pg/mL), glicerol al 0,4% y elementos
vestigiales al 0,5% (v/v) (10 g/L de FeSO4 - 7H20, 2,25 g/L de ZnSO, - 7H20, 1 g/L de CuSO, - 5H20, 0,5 g/L de
MnSO; - H20, 0,3 g/L de H3BOs3, 2 g/L de CaCl; - 2H,0, 0,1 g/L de (NH4)sMo7024, 0,84 g/L EDTA, 50 ml/L HCI). La
concentracién de oxigeno disuelto se control6 a 35% y el pH se mantuvo a 7,2 mediante la adicion de una solucion
acuosa de NaOH 5 N. Se prepard una solucion de alimentacion que contenia 600 g/L de glucosa y 20 g/L de MgSOg4
- 7TH20. Cuando el pH aumenté a un valor mayor que el punto de ajuste, se afadié un volumen apropiado de la
solucion de alimentacion para aumentar la concentracion de glucosa en el caldo de cultivo. La expresion del gen
Pro-IFN se indujo mediante la adicion de IPTG a una concentracion final 1 mM y el caldo de cultivo se cosechd
después de incubar durante 3 horas.

El sedimento celular recogido se resuspendié con tampén TEN (Tris-HCI 50 mM (pH 8,0), EDTA 1 mM, NaCl 100
mM) a una razon aproximada de 1:10 (g de peso humedo/mL) y se desorganizé con un microfluidizador, y a
continuacion se centrifugd a 10.000 rpm durante 20 min. El sedimento que contenia cuerpos de inclusion (IB) se lavo
dos veces con tampoén TEN y se centrifugd como se describid anteriormente. El sedimento que contenia IB se
suspendidé después en 150 mL de una solucion acuosa de guanidinio HCI (GuHCI) 4 M y se centrifugd a 20.000 rpm
durante 15 minutos. Los IB se solubilizaron a continuacién en 50 mL de solucion de GuHCI 6 M. El material
solubilizado de GuHCI se centrifugd a 20.000 rpm durante 20 min. El replegamiento se inici6 por dilucion de los IB
desnaturalizados en 1,5 L de un tampon de replegamiento recién preparado (Tris-HCI 100 mM (pH 8,0), L-Arginina
0,5 M, EDTA 2 mM) que se agité solamente durante la adicién. La mezcla de reaccion de replegamiento se dejo
incubando durante 48 h sin agitar. El interferon-az, humano recombinante replegado (es decir, Pro-IFN) se someti6 a
dialisis frente a tampoén Tris 20 mM (con EDTA 2 mM y urea 0,1 M, pH 7,0) para una purificacion adicional por
cromatografia en columna de Q-Sepharose.

La proteina humana recombinante replegada Pro-IFN se cargd en una columna de Q-Sepharose (GE Amersham
Pharmacia, Pittsburgh, PA). La columna se preequilibré y se lavdé con un tampén Tris-HCI 20 mM (pH 7,0). El
producto se hizo eluir con una mezcla de tampén Tris-HCI 20 mM (pH 7,0) y NaCl 200 mM. Las fracciones que
contenian Pro-IFN se recogieron basandose en su absorbancia a 280 nm. La concentracién de Pro-IFN se
determiné mediante un kit de analisis de proteinas utilizando el método de Bradford (Pierce, Rockford, IL).

Preparacion del producto conjugado de proteina-polimero

O 0
0 rnPEGO)J\NH N

CHO ——

mPEGO” "N :
o mPEGO” "N NS

A una solucién de di-PEG aldehido preparada anteriormente (1,2 g, 0,03 mmoles) en agua (72 mL) se le afadieron
tampon fosfato de sodio 2 M (pH 4,0, 5 ml) y Pro-IFN (200 mg en 22,2 ml de tampo6n de pH 7,0 que contenia Tris-
HCI 20 mM y NaCl 0,2 M, 0,01 mmoles). La mezcla de reacciéon se agitd a temperatura ambiente durante 10
minutos; después se anadid solucion acuosa de cianoborohidruro de sodio (400 mM, 1,25 mL, 0,5 mmoles). La
mezcla de reaccion se agitd en la oscuridad durante 16 h y se purificé por cromatografia en SP XL Sepharose. Las
fracciones que contenian el producto conjugado de polimero-proteina deseado se recogieron basandose en su
tiempo de retencion y absorbancia a 280 nm. La concentracion del producto conjugado se determind mediante un kit
de analisis de proteinas utilizando el método de Bradford (Pierce, Rockford, IL). El rendimiento aislado del producto
conjugado fue aproximadamente de 40% o superior.
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REIVINDICACIONES

1. Un producto conjugado para su uso en el tratamiento de la mielofibrosis idiopatica, policitemia vera o
trombocitemia esencial, que tiene la férmula

o
IFN
o mmm,))}\mn O

mp};‘(;o’u ‘;\% i 3

en la que mPEG tiene un peso molecular de 20 kD e IFN es un radical de interferon-a2b.
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