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DESCRIPCION
Método de preparacién de un conjugado polipeptidico fisiolégicamente activo
Campo técnico

La presente divulgacién se refiere a un método de preparacion de un conjugado polipeptidico fisiolégicamente activo
en el que un polipéptido fisiolégicamente activo y un polimero no peptidico estan unidos entre si mediante un enlace
covalente. El método consiste en mejorar un rendimiento global del conjugado polipeptidico fisiolégicamente activo
mediante la mejora de una reaccién del polimero no peptidico y el polipéptido fisiolégicamente activo, y en particular,
el método consiste en preparar un conjugado polipeptidico fisiolégicamente activo en un alto rendimiento mediante la
realizacion de una reaccién en dos etapas a través de precipitacion selectiva. La presente invencién se define en las
reivindicaciones.

Antecedentes de la técnica

Los péptidos tienden a desnaturalizarse facilmente debido a su baja estabilidad y a ser degradados por enzimas
proteoliticas in vivo, perdiendo asi actividad. Los péptidos tienen un tamafio relativamente pequefio, por lo que pasan
facilmente a través del rifién. En consecuencia, para mantener el nivel en sangre y la potencia de un farmaco que
incluye un péptido como componente farmacéuticamente activo, es necesario administrar el farmaco peptidico a un
paciente con frecuencia. Sin embargo, los farmacos peptidicos suelen administrarse en forma de preparaciones
inyectables, y una administracién tan frecuente para mantener los niveles sanguineos del péptido fisiolégicamente
activo causa un dolor intenso a los pacientes. Ha habido muchos intentos de resolver estos problemas, incluyendo la
administracion de un farmaco peptidico en el cuerpo a través de la inhalacién oral o nasal mediante el aumento de la
permeabilidad de la bio membrana del farmaco peptidico; la modificacién de una secuencia particular de aminoacidos
sensibles a la proteasa con el fin de estabilizar el péptido y evitar la degradacion por la proteasa (por ejemplo, la
modificacién de una secuencia de aminoacidos de GLP-1 para evitar la pérdida de potencia por la dipeptidil peptidasa,
etc.); adicion quimica de un material polimérico de alta solubilidad, como el polietilenglicol (PEG), a la superficie del
péptido; y preparacion de una proteina de fusién de un polipéptido fisiolégicamente activo y albumina sérica humana
o un fragmento de inmunoglobulina (Fc) mediante una tecnologia de fusién recombinante.

Sin embargo, la preparacion de la proteina de fusioén es problematica en el sentido de que la unién no especifica del
polimero al péptido fisiolégicamente activo bloquea los dominios activos del péptido para reducir la actividad del
péptido y, por lo tanto, la unién especifica del sitio para evitar la unidon no especifica reduce el rendimiento de la
preparacion o requiere la manipulacién artificial del péptido fisioldgicamente activo.

Para resolver el problema de la preparacion ineficiente de un conjugado del polipéptido fisiologicamente activo y el
polimero no peptidico, se ha intentado modificar un sitio especifico del polipéptido fisiologicamente activo en el
conjugado de polipéptido fisioldgicamente activo con un polimero no peptidico (Patente coreana n® 10-1164453).
Ademas, en la preparacion de una proteina de fusion de un polipéptido fisiolégicamente activo y albumina sérica
humana o un fragmento de inmunoglobulina (Fc) mediante el uso de un polimero no peptidico que tiene dos grupos
funcionales, se han intentado muchos métodos para aumentar el rendimiento de la preparacion.

Los presentes autores han continuado sus estudios, y han descubierto que tras una primera reaccién de conjugacion
entre un polimero no petidilico y un polipéptido fisioldgicamente activo, el polipéptido fisiolégicamente activo que no
ha reaccionado (no conjugado) se separa por precipitacién selectiva, y a continuacién se somete a una segunda
reaccion para producir un conjugado de polimero no petidilico y polipéptido fisiolégicamente activo de alto rendimiento
y alta pureza, y el conjugado se utiliza para producir un conjugado de polipéptido fisioldgicamente activo y portador
fisioldgicamente activo de alto rendimiento y alta pureza, completando asi la presente divulgacion.

<insertar pagina 2>
Divulgacion
Problema técnico

En el presente documento se describe un método para preparar un conjugado polipeptidico fisiolégicamente activo,
que incluye:

1) precipitar selectivamente de una mezcla de reaccién un polipéptido fisioldgicamente activo no conjugado con un
polimero no peptidico, conjugando dicha reaccion el polimero no peptidico con un residuo de aminoacido del
polipéptido fisiologicamente activo; y

2) hacer reaccionar el polipéptido fisioldgicamente activo recuperado del precipitado con el polimero no peptidilico en
la reaccién de conjugacion de la etapa 1).

También se divulga un método para preparar un conjugado de un polipéptido fisiolégicamente activo y un portador
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fisioldgicamente activo, el método comprende conjugar mediante un enlace covalente, el conjugado de polipéptido
fisioldbgicamente activo preparado como se ha descrito anteriormente con un portador fisiolégicamente activo para
preparar un conjugado de polipéptido y portador, en el que en el conjugado de polipéptido y portador, los dos extremos
del polimero no peptidilo se conjugan respectivamente con el portador fisiolégicamente activo y el polipéptido
fisiologicamente activo.

Solucion al problema

US 2012/003712 A1 se refiere a un "método para preparar un conjugado polipeptidico fisioldgicamente activo en un
sitio especifico".

US 2014/296475 A1 se refiere a "un método para preparar un conjugado de un polipéptido fisiolégicamente activo y
un polimero no peptidico”.

Lovrien et al (Curr Protoc Protein Sci. 2001 May; Chapter 4:Unit 4.5 } se refiere a protocolos para la "precipitacion
selectiva de proteinas”.

WO 01/57084 A1 se refiere a la "cristalizacion de un analogo de GLP-1".

Atha et al (J Biol Chem. 1981 Dic 10;256(23):12108-17.) se refiere al "mecanismo de precipitacién de proteinas por
polietilenglicoles".

WO 2013/1333659 A1 se refiere a "un proceso mejorado para la preparacion de complejo polipeptidico
fisioldbgicamente activo".

WO 2010/011096 A2 se refiere a "un complejo polipeptidico que comprende un polimero no peptidico con tres
extremos funcionales".

US 2007/041967 se refiere a un "fragmento IgG Fc¢ para un portador de farmaco y un método para su preparacion”.

Para lograr los objetos anteriores, la presente divulgaciéon proporciona un método para preparar un conjugado
polipeptidico fisiolégicamente activo, el método incluye:

1) precipitar selectivamente de una mezcla de reaccién un polipéptido fisioldgicamente activo no conjugado con un
polimero no peptidico, conjugando dicha reaccion el polimero no peptidico con un residuo de aminoacido del
polipéptido fisiologicamente activo; y 2) hacer reaccionar el polipéptido fisiologicamente activo recuperado del
precipitado con el polimero no peptidico en la reaccién de conjugacion de la etapa 1).

También se proporciona un método de preparacion en el que el polipéptido fisiologicamente activo precipitado se
disuelve y después se conjuga con el polimero no peptidilico.

La presente divulgacion también proporciona el método de preparacion en el que la mezcla de reaccion en la etapa 1)
incluye un 10 % en peso 0 mas basado en el peso total de la mezcla, del polipéptido fisiolégicamente activo al que no
esté unido el polimero no peptidilico.

En la presente invencién la precipitacion selectiva en la etapa 1) se realiza utilizando un disolvente organico, en el que
el disolvente organico es isopropanol etanol, 1-propanol, 1-butanol, acetona, acetonitrilo, 0 una combinacién de los
mismos.

En algunas realizaciones de la presente invencién la mezcla de reaccién en la etapa 1) se trata con isopropanol en 2
volumenes o0 mas de la mezcla de reaccion.

En algunas realizaciones de la presente invencion la mezcla de reaccién en la etapa 1) se trata con isopropanol en 3
a 7 volimenes de la de la mezcla de reaccion.

La presente divulgacion también proporciona el método de preparacion en el que, en la etapa 2), el polipéptido
fisioldgicamente activo recuperado se hace reaccionar con el polimero no peptidilico durante 0,5 horas a 4 horas.

Se divulgan, pero no forman parte de la invencion, realizaciones en las que el polipéptido fisiolégicamente activo se
selecciona del grupo que consiste en péptido secretor de insulina, factor de coagulacién sanguinea, hormona
promotora de la digestién, insulina, oxintomodulina, glucagdn, hormona adrenocortical, hormona tiroidea, hormona
intestinal, citoquinas, enzimas, factor de crecimiento, neuropéptido, hormona hipofisaria, hormona del hipotalamo,
péptido antiobesidad, péptido antivirus y un derivado peptidico no natural con actividad fisiolégica.

Se divulgan, pero no forman parte de la invencion, realizaciones en las que el polipéptido fisioldgicamente activo se
selecciona del grupo que consiste en eritropoyetina, factor estimulante de colonias de granulocitos, amilina,
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somatostatina, péptido YY (PYY), neuropéptido Y (NPY), angiotensina, bradiquinina, calcitonina, corticotropina,
eledoisina, gastrina, leptina, oxitocina, vasopresina, hormona luteinizante, hormona luteotréfica, hormona
foliculoestimulante, hormona paratiroidea, secretina, sermorelina, hormona del crecimiento humano (hGH), péptido
liberador de la hormona del crecimiento, factores estimulantes de colonias de granulocitos (GCSF), interferones (IFN),
interleucinas, péptido liberador de prolactina, orexina, péptido liberador de tiroides, colecistoquinina, péptido inhibidor
de gastrina, calmodulina, péptido liberador de gastrina, motilina, péptido intestinal vasoactivo, péptido natriurético
auricular (ANP), péptido natriurético barinico (BNP), péptido natriurético tipo C (CNP), neuroquinina A, neuromedina,
renina, endotelina, péptido sarafotoxina, péptido carsomorfina, dermorfina, dinorfina, endorfina, encepalina, factor de
células T, factor de necrosis tumoral, receptor del factor de necrosis tumoral, receptor de la uroquinasa, supresor
tumoral, inhibidor de la colagenasa, timopoyetina, timulina, timopentina, timosina, factor humoral timico,
adrenomodulina, alatostatina, fragmento de proteina beta amiloide, péptido antibacteriano, péptido antioxidante,
bombesina, osteocalcina, péptido CART, E-selectina, ICAM-1, VCAM-1, leucokina, Kringle-5, laminina, inhibina,
galanina, fibronectina, pancreastatina y fuzeon.

En la presente invencion el polipéptido fisiolégicamente activo es insulina, un derivado de exendina, una combinacién
de los mismos.

El derivado de exendina se selecciona del grupo que consiste en des-amino-histidil(DA)-exendina-4, beta-hidroxi-
imidazo-propionil(HY)-exendina-4, imidazo-acetil(CA)-exendina-4, y dimetil-histidil(DM)-exendina-4.

La presente divulgacion también proporciona el método de preparacion en el que el polimero no peptidilico se conjuga
con Lys27 del derivado de exendina.

La presente divulgacion también proporciona el método de preparacion en el que el polimero no peptidilico se conjuga
con el N-terminal de la insulina.

En la presente invencién, el polimero no peptidico se selecciona del grupo que consiste en polietilenglicol,
polipropilenglicol, un copolimero de etilenglicol-propilenglicol, poliol polioxietilado, alcohol polivinilico, polivinil etil éter
y una combinacién de los mismos.

Se divulgan, pero no forman parte de la invencién, realizaciones en las que el polimero no peptidico es polisacarido,
dextrano, un polimero biodegradable, un polimero lipidico, quitinas o &cido hialurénico.

La presente divulgacién también proporciona el método de preparacion en el que el polimero no peptidilico es
polietilenglicol.

La presente divulgacién también proporciona el método de preparacion en el que el polimero no peptidilico incluye al
menos un grupo reactivo seleccionado del grupo que consiste en un grupo aldehido, un grupo propionaldehido, un
grupo butiraldehido, un grupo maleimida y un derivado succinimida.

La presente divulgacion también proporciona el método de preparacion en el que el polimero no peptidilico tiene un
grupo aldehido como grupo reactivo.

La presente divulgacién también proporciona el método de preparacion en el que el grupo aldehido es un grupo
propionaldehido.

En la presente invencion, el polimero no peptidico tiene un peso molecular de 0,5 kDa a 20 kDa. Se divulgan, pero no
forman parte de la invencion, realizaciones en las que el polimero no peptidico tiene un peso molecular de 500 Da a
100.000 Da.

La presente divulgacion también proporciona el método de preparacién que incluye ademas separar el conjugado
polipeptidico fisiolégicamente activo después de la etapa 2).

La presente divulgacion también proporciona el método de preparacion en el que la separacion se realiza utilizando
cromatografia de intercambio iénico.

La presente divulgacién también proporciona el método de preparacién en el que la cromatografia de intercambio
idnico es cromatografia de intercambio iénico de alta presion.

También se divulga en el presente documento un método para preparar un conjugado de un polipéptido
fisiolégicamente activo y un portador fisiologicamente activo (polipéptido fisiolégicamente activo-portador
fisiolégicamente activo, conjugado polipéptido-portador). Este método incluye conjugar mediante un enlace covalente
el portador fisiolégicamente activo con el conjugado de polipéptido fisiolégicamente activo preparado como se ha
descrito anteriormente, preparando de este modo un conjugado (conjugado de polipéptido fisiolégicamente activo-
portador fisiologicamente activo, conjugado de polipéptido-portador) en el que los dos extremos del polimero de no
peptidilo se conjugan respectivamente con el portador fisiolégicamente activo y el polipéptido fisiolégicamente activo.
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La presente divulgacion también proporciona el método de preparacién en el que el portador fisiolégicamente activo
se selecciona del grupo que consiste en alblimina, una regién Fc de inmunoglobulina, transferrina, aptamero, toxina,
gelatina, colageno, dextrano, polisacarido, acido graso y fibrinégeno.

La presente divulgacion también proporciona el método de preparacién en el que el portador fisiolégicamente activo
es una regién Fc de inmunoglobulina.

Efectos ventajosos

Un método de preparacion de la presente divulgacion se utiliza para producir un conjugado de polimero no peptidico-
polipéptido fisiologicamente activo y un conjugado de portador fisiologicamente activo-polipéptido fisiolégicamente
activo mediante una reaccion de dos etapas a través de precipitacion selectiva en un alto rendimiento, y por lo tanto,
el método puede utilizarse en el desarrollo de formulaciones de accién prolongada de varios farmacos peptidicos que
mantienen la actividad in vivo a un nivel relativamente alto y tienen una semivida en sangre notablemente aumentada.

Breve descripcion de los dibujos

La fig. 1 es una ilustracion esquematica de la pegilacién conocida y de una pegilacion mejorada a la que se aplica
la precipitacién selectiva;

La fig. 2 es un perfil de purificacion de isémeros posicionales obtenido purificando un producto de pegilacién
utilizando una columna SOURCE S, en la que el producto de pegilacion se preparé pegilando imidazo-acetil-
exendina-4 a una concentracion de 15 mg/ml durante 3 horas;

La fig. 3 es un perfil de purificacion de isémeros posicionales obtenidos purificando un producto de pegilacién
usando una columna SP-HP, en la que el producto de pegilacién se prepard pegilando analogo de insulina a una
concentracion de 5 mg/ml durante 2 horas;

La fig. 4 muestra un resultado del analisis SDS-PAGE de mezclas que contienen soluciones acuosas y precipitados
obtenidos por tratamiento de un producto de pegilacion con isopropanol, 1-propanol, 1-butanol, acetona y
acetonitrilo para precipitacion selectiva, en el que el producto de pegilacién se prepard por pegilacion de imidazo-
acetil-exendin-4 a una concentracién de 15 mg/ml durante 3 horas;

La fig. 5 muestra un resultado del analisis SDS-PAGE de mezclas que contienen soluciones acuosas y precipitados
obtenidos por tratamiento de un producto de pegilacion con isopropanol, etanol, 1-propanol, acetona y acetonitrilo
para precipitacion selectiva, en el que el producto de pegilacién se prepard por pegilacion de analogo de insulina
a una concentracion de 5 mg/ml durante 2 horas;

La fig. 6 es un perfil de purificacion de isbmeros posicionales obtenidos purificando una solucién acuosa utilizando
una columna SOURCE S (LRC, 15 X 161 mm, 28 ml, PALL), en la que la solucién acuosa se obtuvo eliminando
un precipitado tras el tratamiento de un producto de pegilacién con isopropanol, y el producto de pegilacién se
obtuvo pegilando imidazo-acetil-exendin-4 a una concentracién de 15 mg/ml durante 3 horas;

La fig. 7 es un perfil de purificacién de isémeros posicionales obtenido purificando un producto de pegilacion
precipitado utilizando una columna SOURCE S, en la que el precipitado se preparé tratando un producto de
pegilacion con isopropanol, y el producto de pegilacion se obtuvo pegilando imidazo-acetil-exendina-4 a una
concentracién de 15 mg/ml durante 3 horas;

La fig. 8 es un perfil de purificacién de isémeros posicionales obtenido purificando un producto de pegilaciéon y un
producto de pegilacion de un precipitado utilizando una columna SOURCE S, en la que el precipitado se prepard
por precipitacién selectiva;

La fig. 9 es un perfil de purificacion de isdbmeros posicionales obtenido con una columna SP-HP (Hitrap, 5 ml x 4
cada una, 20 ml, GE Healthcare) a partir de una solucién acuosa obtenida eliminando un precipitado tras el
tratamiento de un producto de pegilacion con isopropanol, en el que el producto de pegilacion se obtuvo pegilando
un analogo de insulina a una concentracion de 5 mg/ml durante 2 horas;

La fig. 10 es un perfil de purificacion de isémeros posicionales obtenidos purificando un producto de pegilacién
precipitado usando una columna SP-HP, en la que el precipitado se preparo tratando un producto de pegilacion
con isopropanol, y el producto de pegilacion se obtuvo pegilando el analogo de insulina a una concentracién de 5
mg/ml durante 2 horas;

La fig. 11 es un gréafico que muestra un rendimiento mejorado de un método de pegilacién aplicado por precipitacion
selectiva, que se representé como porcentaje del método de pegilacién conocido;
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La fig. 12 es un resultado del analisis de pureza de un conjugado imidazo-acetil-exendin-4-PEG (CA-exendin-4-
PEG) del Ejemplo 1 utilizando una columna de fase inversa;

La fig. 13 es un resultado del analisis de pureza de un conjugado de imidazo-acetil-exendina-4-PEG del Ejemplo
7 utilizando una columna de fase inversa;

La fig. 14 es un perfil de analisis de los isbmeros posicionales Lys27-pegilados de imidazo-acetil-exendin-4 del
Ejemplo 1 mediante mapeo peptidico;

La fig. 15 es un perfil de analisis de los isbmeros posicionales Lys27-pegilados de imidazo-acetil-exendin-4 del
Ejemplo 7 mediante mapeo peptidico;

La fig. 16 es un resultado del analisis de pureza del conjugado imidazo-acetil-exendina-4-PEG-inmunoglobulina Fc
del Ejemplo 1 utilizando una columna de fase inversa;

La fig. 17 es un resultado del analisis de pureza del conjugado imidazo-acetil-exendina-4-PEG-inmunoglobulina Fc
del Ejemplo 7 utilizando una columna de fase inversa;

La fig. 18 es un grafico que muestra una comparacion del rendimiento entre un conjugado imidazo-acetil-exendin-
4-PEG-inmunoglobulina Fc (inmunoglobulina Fc-CA-exendin-4-PEG(Lys27)) preparado mediante un método de
pegilacion aplicado por precipitacién selectiva y un conjugado preparado mediante el método de pegilacion
conocido;

La fig. 19 muestra un resultado del mapeo peptidico para examinar el estado antes de la aplicacion de la
precipitacion selectiva (tratamiento con isopropanol);

La fig. 20 muestra un resultado de la cartografia peptidica para examinar el estado tras la aplicacién de la
precipitacion selectiva (tratamiento con isopropanol);

La fig. 21 muestra los cambios en una secuencia estructural primaria de la imidazo-acetil-exendina-4 antes y
después de la aplicacion de la precipitacion selectiva (tratamiento con isopropanol) (IPA: isopropanol};

La fig. 22 muestra cambios en una estructura secundaria de la imidazo-acetil-exendina-4 antes y después de la
aplicacion de la precipitacion selectiva (tratamiento con isopropanol) (IPA: isopropanol); y

La fig. 23 muestra un resultado de la medicién de la actividad in vivo de la imidazo-acetil-exendina-4 antes y
después de la aplicacion de la precipitacion selectiva (tratamiento con isopropanol) (IPA: isopropanol) mediante un
experimento con AMPc.

Mejor modo

La divulgacién proporciona un método para preparar un conjugado polipeptidico fisiolégicamente activo, el método
incluye:

1) precipitar selectivamente de una mezcla de reaccién un polipéptido fisiologicamente activo no conjugado con un
polimero no peptidico, conjugando dicha reaccion el polimero no peptidico con un residuo de aminoacido del
polipéptido fisiolégicamente activo; y 2) hacer reaccionar el polipéptido fisiologicamente activo recuperado del
precipitado con el polimero no peptidico en la reaccién de conjugacion de la etapa 1).

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "conjugado de polipéptido fisiolégicamente activo" se refiere
a un material en el que un polipéptido fisiologicamente activo esté unido covalentemente a un extremo de un polimero
no peptidico. En la presente divulgacion, conjugado de polipéptido fisiolégicamente activo se utiliza indistintamente
con conjugado de polimero no peptidico y polipéptido fisioldgicamente activo.

La etapa 1) se caracteriza por la precipitacion selectiva del polipéptido fisiolégicamente activo al que no esta unido el
polimero no peptidico a partir de la (primera) mezcla de reaccién de conjugacion. Esta (primera) reaccion de
conjugacién conjuga el polimero no petidilico con el polipéptido fisiolégicamente activo, preferentemente de forma
selectiva, y mas preferentemente de forma sitio-especifica.

En la presente divulgacién, el "polipéptido fisiolégicamente activo al que no esta unido el polimero no petidilico" se
utiliza indistintamente con "polipéptido fisiolégicamente activo no reaccionado” o "polipéptido fisioldgicamente activo
no conjugado".

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "sitio-especifico” significa que el polimero no petidilico esta
unido especificamente a una posicion de aminoacido deseada, en particular, a una amina de un residuo de lisina o al
residuo N-terminal entre las posiciones de aminoacidos del polipéptido fisioldgicamente activo. Cuando el polimero no
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peptidilico esta unido especificamente a un sitio, la formulacién de accién prolongada que se va a preparar, en la que
se maximiza la actividad fisiolégica, puede protegerse de la reduccion de la actividad fisiolégica atribuible a la presencia
de otros conjugados menos deseables, por ejemplo, aquellos en los que el polimero no peptidilico esta unido a un
residuo de aminodacido importante para la actividad fisiolégica. Por ejemplo, en el caso de la exendina-4, cuando €l
polimero no peptidico esta unido al extremo N-terminal del polipéptido fisiolégicamente activo, se reduce la actividad
in vitro. En cambio, cuando el polimero no petidilico se une a un residuo de lisina del mismo, se mantiene la actividad
in vitro. En particular, de los residuos de lisina en las posiciones 12y 27 de exendin-4, el conjugado resultante muestra
una mayor actividad in vitro cuando el polimero no peptidilico se une al residuo de lisina en la posicién 27.

Por lo tanto, en algunos casos en los que el polipéptido fisiolégicamente activo es un derivado de exendina, el polimero
no peptidilico puede unirse especificamente a la lisina en la posicién 12 o 27, en particular, a la lisina en la posicién
27 del derivado de exendina. El método de pegilacion de exendina se describe en detalle en Publicacién de Patente
Coreana N2 10-2010-0105494.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "precipitacion selectiva" significa que el conjugado de
polimero no peptidico y polipéptido fisiolégicamente activo resultante de una reaccién de conjugacion de una mezcla
del polimero no peptidico y el polipéptido fisiolégicamente activo permanece en una solucién acuosa, pero el
polipéptido fisiolégicamente activo que no ha reaccionado se precipita selectivamente.

Se dan a conocer, pero no forman parte de la invencion, casos en los que la precipitacion selectiva puede ser cualquier
método sin limitacion, siempre que sea capaz de precipitar el polipéptido fisiolégicamente activo sin reaccionar en la
mezcla de reaccién. algunos ejemplos de métodos de precipitacion de polipéptidos ampliamente conocidos son los
siguientes:

1. Salazén,

2. Precipitacién isoi6nica,

3. Precipitacion con cosolventes organicos de dos carbonos (C2),

4. C4 y C5, precipitacion con cosolventes organicos, particion de fases y extraccion de polipéptidos,
5. Exclusion de polipéptidos y agentes de aglomeracion (polimeros neutros) y osmolitos,
6. Precipitacion de polielectrolitos sintéticos y semisintéticos,
7. Precipitacion de heteropolianiones metdlicos y polifenolicos,
8. Ligandos de emparejamiento de iones hidroéfobos (HIP),
9. Coprecipitacidon matriz-apilamiento-ligando,
10. Precipitacion de cationes metélicos di- y trivalentes.

En la presente invencién, la precipitacion selectiva se realiza usando un disolvente organico. El polipéptido
fisioldgicamente activo sin reaccionar puede precipitarse selectivamente afiadiendo un disolvente organico a la mezcla
de reaccion, el disolvente organico puede ser, especificamente, alcohol, cetona, nitrilo o una combinacién de los
mismos, y mas especificamente, etanol, isopropanol, 1-propanol, 1-butanol, acetona, acetonitrilo, o una combinacién
de los mismos. Ademas, la mezcla de reaccidén puede tratarse con el disolvente organico en 2 volimenes o mas,
especificamente, de 2 a 7 volimenes, mas especificamente, de 3a 7, de 4 a7, o de 5 a 7 volimenes, y mucho mas
especificamente de 3 a 7 volumenes de la de la mezcla de reaccién para la precipitacion selectiva del polipéptido
fisioldgicamente activo sin reaccionar, pero no se limita a ello.

En la presente divulgacion, la mezcla de reaccion utilizada para la precipitacion selectiva puede incluir, basandose en
el peso total de la mezcla de reaccion, un 10 % en peso 0 mas, especificamente un 20 % en peso o0 mas de polipéptido
fisioldgicamente activo no reaccionado o no conjugado, pero no se limita a ello.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "péptido fisiolégicamente activo" se refiere a un material
destinado a mostrar una actividad fisiolégica en el cuerpo humano.

Se dan a conocer, pero no forman parte de la invencién, casos en los que el péptido fisiolégicamente activo puede ser
cualquier péptido capaz de mostrar una actividad fisiologica. Por ejemplo, el péptido fisiolégicamente activo puede
seleccionarse del grupo que consiste en péptido secretor de insulina, factor de coagulacién sanguinea, hormona
promotora de la digestién, glucagon, insulina, oxintomodulina, hormona corticosuprarrenal, hormona tiroidea, hormona
intestinal, citoquinas, enzimas, factor de crecimiento, neuropéptido, hormona hipofisaria, hormona del hipotalamo,
péptido antiobesidad, péptido antivirus y un derivado peptidico no natural con actividad fisiologica.

También se divulgan, pero no forman parte de la invencién, casos en los que el péptido fisiologicamente activo puede
seleccionarse del grupo que consiste en eritropoyetina, factor estimulante de colonias de granulocitos, amilina,
somatostatina, péptido YY (PYY), neuropéptido Y (NPY), angiotensina, bradiquinina, calcitonina, corticotropina,
eledoisina, gastrina, leptina, oxitocina, vasopresina, hormona luteinizante, hormona luteotréfica, hormona
foliculoestimulante, hormona paratiroidea, secretina, sermorelina, hormona del crecimiento humano (hGH), péptido
liberador de la hormona del crecimiento, factores estimulantes de colonias de granulocitos (GCSF), interferones (IFN),
interleucinas, péptido liberador de prolactina, orexina, péptido liberador de tiroides, colecistoquinina, péptido inhibidor
de gastrina, calmodulina, péptido liberador de gastrina, motilina, péptido intestinal vasoactivo, péptido natriurético
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auricular (ANP), péptido natriurético barinico (BNP), péptido natriurético tipo C (CNP), neuroquinina A, neuromedina,
renina, endotelina, péptido sarafotoxina, péptido carsomorfina, dermorfina, dinorfina, endorfina, encepalina, factor de
células T, factor de necrosis tumoral, receptor del factor de necrosis tumoral, receptor de la uroquinasa, supresor
tumoral, inhibidor de la colagenasa, timopoyetina, timulina, timopentina, timosina, factor humoral timico,
adrenomodulina, alatostatina, fragmento de proteina beta amiloide, péptido antibacteriano, péptido antioxidante,
bombesina, osteocalcina, péptido CART, E-selectina, ICAM-1, VCAM-1, leucokina, Kringle-5, laminina, inhibina,
galanina, fibronectina, pancreastatina y fuzeon.

En estos casos que no forman parte de la invencién, el polipéptido fisiolégicamente activo también puede incluir
precursores, derivados, fragmentos y variantes del polipéptido, que tienen la actividad fisiolégica del polipéptido.

En la invencién reivindicada, el polipéptido fisiolégicamente activo puede ser insulina, un derivado de exendina o
combinaciones de los mismos. El derivado de exendina puede seleccionarse especificamente del grupo que consiste
en des-amino-histidil(DA)-exendina-4, beta-hidroxi-imidazo-propionil(HY)-exendina-4, imidazo-acetil(CA)-exendina-4,
y dimetil-histidil(DM)-exendina-4.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "polimero no peptidico” se refiere a un polimero biocompatible
que incluye una o mas unidades repetitivas unidas entre si por un enlace covalente, excluyendo un enlace peptidico.

El polimero no peptidilico que puede utilizarse en la presente invencién puede seleccionarse del grupo que consiste
en polietilenglicol, polipropilenglicol, copolimeros de etilenglicol y propilenglicol, polioles polioxietilados, alcohol
polivinilico, polivinil etil éter, y combinaciones de los mismos, y especificamente, polietilenglicol.

Se dan a conocer, pero no forman parte de la invencién, realizaciones en las que el polimero no peptidico es
polisacarido, dextrano, un polimero biodegradable, un polimero lipédico como PLA (poli(acido lactico)) PVP
(polivinilpirrolidona) y PLGA (acido polilactico glicélico), quitinas o acido hialurénico. También se dan a conocer, pero
no forman parte de la invencion, realizaciones en las que puede utilizarse cualquier polimero no peptidico, siempre
que sea un polimero que tenga una resistencia a las enzimas proteoliticas in vivo, y por tanto no sea facilmente
escindible por las enzimas proteoliticas para permitir que el polipéptido fisiologicamente activo muestre una actividad
suficiente. El polimero no peptidico tiene un peso molecular en el intervalo de 0,5 kDa a 100 kDa, y especificamente,
de 0,5 kDa a 20 kDa. Asimismo, el polimero no peptidico, unido al polipéptido fisiologicamente activo, puede ser un
polimero o una combinacion de diferentes tipos de polimeros.

En la presente invencion, el polimero no peptidico tiene un peso molecular de 0,5 kDa a 20 kDa. Ademas, el polimero
no petidilico utilizado puede tener un grupo reactivo en un extremo del mismo o en ambos extremos. El polimero de
no-peptidilo que tiene un grupo reactivo en ambos extremos del mismo puede unirse a un portador fisiolégicamente
activo y a un farmaco proteico que ayuda a funcionar como una formulacién de accién prolongada.

Especificamente, el polimero no peptidilico tiene un grupo reactivo en ambos extremos que se selecciona del grupo
que consiste en un grupo aldehido, un grupo propionaldehido, un grupo butiraldehido, un grupo maleimida y un
derivado de succinimida, mas especificamente, el grupo aldehido, y mucho mas especificamente, el grupo
propionaldehido, pero no se limita a ello. El derivado de succinimida puede ser propionato de succinimidilo, hidroxi
succinimidilo, carboximetilo de succinimidilo o carbonato de succinimidilo. En particular, cuando el polimero no
peptidico tiene un grupo aldehido reactivo en ambos extremos, es eficaz para unirse en ambos extremos con un
polipéptido fisiolégicamente activo y un portador fisiologicamente activo con reacciones inespecificas minimas. Un
producto final generado por alquilaciéon reductora mediante un enlace aldehido es mucho mas estable que cuando se
une mediante un enlace amida. El grupo reactivo aldehido se une selectivamente a un amino N-terminal a un pH bajo,
por ejemplo, a un pH de 2,0 a 7,0, especificamente, a un pH de 3,0 a 6,0, y mas especificamente, a un pH de 4,0 a
6,0. También el grupo reactivo aldehido puede unirse a un residuo de lisina para formar un enlace covalente a un pH
alto, por ejemplo, a un pH de 6,5 a 9,0, especificamente, a un pH de 6,5 a 8,0, y mas especificamente, a un pH de 6,5
a’75.

En la presente divulgacion, los grupos reactivos en ambos extremos del polimero no petidilico pueden ser iguales o
diferentes entre si. Cuando se utiliza como polimero no petidilico un polietilenglicol que tiene un grupo hidroxilo reactivo
en ambos extremos del mismo, el grupo hidroxilo puede activarse en varios grupos reactivos mediante reacciones
quimicas conocidas, o puede utilizarse un polietilenglicol disponible comercialmente que tenga un grupo reactivo
modificado.

En un ejemplo especifico, el polimero no peptidico es polietilenglicol con grupos terminales aldehido y la reaccion de
conjugacioén de la etapa 1) es una pegilacion especifica del sitio. Esta pegilacién sitio-especifica puede realizarse por
métodos conocidos, por ejemplo, aminacién reductora a un grupo amino tal como el grupo e-amino de la lisina o el N-
terminal del polipéptido fisiolégicamente activo.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "conjugado de polipéptido fisiolégicamente activo" se refiere
a un material en el que un polipéptido fisiologicamente activo esté unido covalentemente a un extremo de un polimero
no peptidico. En la presente divulgacion, conjugado de polipéptido fisiolégicamente activo se utiliza indistintamente
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con conjugado de polimero no peptidico y polipéptido fisiolégicamente activo.

Ademas, en la reaccion del polipéptido fisiolégicamente activo y el polimero no peptidilico, la relacion molar de reaccién
no esta limitada, siempre que el polipéptido fisiolégicamente activo y el polimero no peptidilico formen un enlace
covalente, y la relacion molar de reaccion de polipéptido fisiolégicamente activo: polimero no peptidilico puede estar
adecuadamente dentro del intervalo de 1:1 a 1:30.

Ademas, en la reaccién del polipéptido fisiolégicamente activo y el polimero no peptidico, no se limita un tiempo de
reaccion, siempre que el polipéptido fisiolégicamente activo y el polimero no peptidico formen un enlace covalente, y
el tiempo de reaccién puede ser, especificamente, de 0,5 horas a 4,0 horas, y mas especificamente, de 0,5 horas a
2,0 horas, pero no se limita a ello.

Ademas, en la reaccién del polipéptido fisiolégicamente activo y el polimero no peptidico, la temperatura de reaccién
no esta limitada, siempre que el polipéptido fisioldgicamente activo y el polimero no peptidico formen un enlace
covalente, y la temperatura de reacciéon puede ser, especificamente, de 0°C a 14°C o de 15°C a 30°C, y mas
especificamente, de 4°C a 8°C o de 20°C a 25°C, pero no esta limitada a ello.

Ademas, en la reaccion del polipéptido fisiolégicamente activo y el polimero no peptidico, una concentracién del
polipéptido fisiolégicamente activo no esta limitada, siempre que el polipéptido fisiolégicamente activo y el polimero no
peptidico formen un enlace covalente, y la concentracién puede ser, especificamente, de 1 mg/ml a 25 mg/ml, y mas
especificamente, de 5 mg/ml a 18 mg/ml, pero no esta limitada a ello.

En algunos casos, la divulgaciéon proporciona el método para preparar un conjugado polipeptidico fisiolégicamente
activo en el que una exendina-4 modificada esta unida a polietilenglicol (PEG). En algunos casos, esta exendina-4
modificada es imidazo-acetil-exendina-4 (CA-exendina-4) y puede pegilarse en su posicion Lys utilizando un
polietilenglicol de 3,4 kDa con funcionalidad aldehido en ambos extremos (por gjemplo, 3,4K ALD(2) PEG) a una
relacion molar del péptido y PEG de aproximadamente 1:7,5 y una concentracién de péptido de aproximadamente 5
mg/ml a 18 mg/ml durante 0,5 horas a 4,0 horas a 4°C a 8°C y 20°C a 25°C en una solucién tampén HEPES 100 mM
a un pH de 6,5 a 7,5 que contiene 20 mM de cianoborohidruro sédico (SCB, NaCNBH3s ) como agente reductor.
Especificamente, 15 mg/ml del péptido pueden reaccionar durante 3 horas a 4°C a 8°C, y después el imidazo-acetil
exendin-4-PEG puede separarse de cada mezcla de reacciéon usando una columna SOURCE 15S con un gradiente
de concentracion lineal de KCI en una solucion tampdn de acido citrico a pH 2,0. Por ejemplo, los autores pudieron
confirmar que dicha mezcla de reaccién incluye aproximadamente del 10 % al 40 % de (PEG)n - imidazo-acetil exendin-
4 + imidazo-acetil exendin-4-PEG(Lys12), del 40 % al 50 % de imidazo-acetil exendin-4-PEG, y aproximadamente del
20 % al 50 % de imidazo-acetil exendin-4 sin reaccionar (Tablas 1y 2).

Se divulga, pero no forma parte de la invencién, un método para preparar un conjugado polipeptidico fisiolégicamente
activo en el que un analogo de insulina esta unido a polietilenglicol (PEG).4K ALD(2) PEG en una proporcion molar
del péptido y PEG de aproximadamente 1:4 y una concentracion de péptido de aproximadamente 5§ mg/ml a 18 mg/ml
durante 0,5 horas a 4,0 horas a 4°C a 8°C y 20°C a 25°C en una solucién tampén de citrato de sodio 50 mM a un pH
de 4,0 a 6,0 que contiene 3~5 mM SCB (NaCNBH3 ) como agente reductor. Especificamente, 5 mg/ml del péptido
pueden ser reaccionados durante 2 horas a 4°C a 8°C, y después el analogo de insulina puede ser separado de cada
mezcla de reaccion usando una columna SP-HP con un gradiente de concentracion lineal de KCI en una solucién
tampon de acido citrico a pH 3.0. Por ejemplo, los autores pudieron confirmar que dicha mezcla de reaccién incluye
aproximadamente 10 % a 20 % de (PEG)n -andlogo de insulina, 50 % a 60 % de analogo de insulina-PEG, y
aproximadamente 5 % a 20 % de analogo de insulina sin reaccionar.

En algunos casos, la mezcla de reaccién para el conjugado pegilado de CA-exendin-4 o el analogo de insulina anterior
se hace reaccionar con 2 o0 mas volumenes de isopropanol, especificamente, de 3 a 7 volimenes (a la de la mezcla
de reaccion). Esta mezcla de reaccién tratada con isopropancl se separa entonces en una solucién acuosa que
comprende el conjugado pegilado (de imidazo-acetil-exendin-4 o del analogo de insulina) y un precipitado del
polipéptido fisiolégicamente activo no conjugado, es decir, no-pegilado, imidazo-acetil-exendin-4 sin reaccionar o
analogo de la insulina sin reaccionar (FIG. 4 y 5).Por ejemplo, la solucién acuosa se purificé (FIG. 6 y 9), y como
resultado, los autores pudieron confirmar que la solucién acuosa incluye entre un 10 % y un 40 % de (PEG)n -imidazo-
acetil-exendin-4 + imidazo-acetil-exendin-4-PEG(Lys12), entre un 40 % y un 50 % de imidazo-acetil-exendin-4-PEG,
y entre un 5 % y un 15 % de imidazo-acetil-exendin-4 sin reaccionar. En el caso del analogo de insulina, la solucién
acuosa incluye entre un 10 % y un 20 % de (PEG)» -analogo de insulina, entre un 50 % y un 60 % de analogo de
insulina-PEG, y entre un 5 % y un 15 % de analogo de insulina sin reaccionar.

El contenido del precipitado de imidazo-acetil-exendina-4 separado es del 15 % al 30 % (Tabla 3).

En algunos casos se observaron cambios en el imidazo-acetil exendin-4 antes y después del tratamiento con
isopropanol. Como resultado, no hubo cambios en todos los aspectos antes y después del tratamiento con isopropanol
(FIGS. 19 y 20}, y no hubo cambios en la estructura primaria (FIG. 21), el contenido de una estructura secundaria
(FIG. 22 y Tabla 7}, y la actividad (FIG. 23 y Tabla 8).
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Estos resultados indican que la precipitacién selectiva mediante tratamiento con isopropanol no causa ningun efecto
adverso en el polipéptido fisiologicamente activo imidazo-acetil exendin-4.

En la presente divulgacién, imidazo-acetil-exendin-4-PEG se utiliza indistintamente con imidazo-acetil-exendin-4-
PEG(Lys27), imidazo-acetil-exendin-4(Lys27)-PEG, CA-exendin-4-PEG y CA-exendin-4-PEG(Lys27).

La etapa 2) se caracteriza porque una segunda mezcla de reaccién conjuga el polipéptido fisiolégicamente activo y el
polimero no peptidico para preparar un conjugado polimero no peptidico-fipéptido fisiolégicamente activo utilizando el
polipéptido fisiologicamente activo recuperado del precipitado en la etapa 1). Especificamente, el polipéptido
fisioldgicamente activo precipitado puede disolverse y, a continuacién, conjugarse con el polimero no peptidico
preferentemente de forma selectiva, mas preferentemente de forma sitio-especifica, pero sin limitarse a ello. Las
soluciones acuosas preparadas aplicando la precipitacion selectiva a la mezcla de reaccién secundaria y a la primera
mezcla de reaccion incluyen el conjugado preparado de polimero de no peptidilo y polipéptido fisiolégicamente activo.

En la presente divulgacion, las condiciones de reaccién del polipéptido fisiolégicamente activo precipitado y el polimero
no peptidico no estan limitadas, siempre que puedan formar una forma covalente, y especificamente, la reaccion puede
realizarse en las condiciones de reaccion de la etapa 1).

En particular, el tiempo de reaccion del polipéptido fisiolégicamente activo precipitado y el polimero no peptidilico
puede ser especificamente, de 0,5 horas a 4,0 horas, y mas especificamente, de 0,5 horas a 2,0 horas, pero no esta
limitado a ello.

En algunos casos, alrededor del 20 % al 30 % de un precipitado de imidazo-acetil-exendin-4 separado mediante
precipitacion selectiva por tratamiento con isopropanol en el Ejemplo 3 se reciclé para realizar la pegilacién. Como
resultado, cuando se purificé una solucion de repegilacion del precipitado de imidazo-acetil-exendin-4 no pegilado, se
incluyeron en la solucién de reaccién entre un 15 % y un 40 % de (PEG)» -imidazo-acetil-exendin-4 + imidazo-acetil-
exendin-4-PEG(Lys12), entre un 40 % y un 50 % de imidazo-acetil-exendin-4-PEG, y entre un 10 % y un 40 % de
imidazo-acetil-exendin-4 sin reaccionar (FIG. 7).

El método de preparacion aqui divulgado puede incluir ademas la separacién del conjugado polipeptidico
fisiolégicamente activo después de la etapa 2). Este procedimiento puede realizarse utilizando diversos métodos de
separacién tales como la cromatografia conocida en la técnica. Especificamente, puede usarse cromatografia de
intercambio i6nico, y mas especificamente, cromatografia de intercambio i6énico de alta presién, pero no se limita a
ello.

En la presente divulgacion, el conjugado polipeptidico fisiolégicamente activo puede separarse de la primera mezcla
de reaccién, de la solucion acuosa preparada aplicando precipitacion selectiva a la primera mezcla de reaccién, de la
segunda mezcla de reaccion, o de combinaciones de las mismas.

En particular, cuando el conjugado polipeptidico fisiolégicamente activo se separa de una mezcla de la solucién acuosa
preparada aplicando precipitacion selectiva a la primera mezcla de reaccién y la mezcla de reaccién secundaria
preparada utilizando el polipéptido fisiolégicamente activo precipitado, se incrementa notablemente un rendimiento del
conjugado polipeptidico fisioloégicamente activo en comparacién con la separacién de la primera mezcla de reaccion.

En algunos casos, la solucién acuosa preparada aplicando precipitacion selectiva a la primera mezcla de reaccién se
mezcld con la segunda mezcla de reaccion preparada redisolviendo el precipitado que contenia imidazo-acetil exendin-
4 o analogo de insulina sin reaccionar para realizar la pegilacion, y después se realiz6é la separacion usando una
columna SOURCE 158 o una columna SP-HP con un gradiente de concentracion lineal de KCI en tampén de acido
citrico a pH 2,0 - pH 3,0. El resultado fue que el rendimiento del conjugado preparado por el método de pegilacién
aplicado por precipitacién selectiva fue mucho mayor que el del método de pegilacién conocido (FIG. 11 y Tabla 4).
Como resultado, el rendimiento del conjugado preparado por el método de pegilacién aplicado por precipitacion
selectiva fue mucho mayor que el del método de pegilaciéon conocido (FIG. 11 y Tabla 4).

En algunos casos, el imidazo-acetil exendin-4 tenia una pureza del 97 % tanto por el método de pegilacién conocido
como por el método de pegilacion al que se aplica precipitacion selectiva usando isopropanol, y los isdbmeros
posicionales pegilados tenian una pureza similar (Tabla 5).

La presente divulgacién también proporciona un método de preparacidon de un conjugado de polipéptido
fisioldgicamente activo y portador fisiolégicamente activo, el método incluye preparar un conjugado en el que ambos
extremos del polimero no peptidico se conjugan respectivamente con el portador fisiolégicamente activo y el
polipéptido fisiolégicamente activo conectando el polimero no peptidico y el portador fisiolégicamente activo mediante
un enlace covalente en los conjugados de polipéptido fisioldgicamente activo preparados por el método de preparacion
anterior del conjugado de polipéptido fisioldgicamente activo.

En algunos casos, el conjugado de polipéptido fisiolégicamente activo preparado mediante una pegilacién especifica
de sitio en dos etapas por precipitacion selectiva produce un conjugado de polipéptido fisiologicamente activo y
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portador fisioloégicamente activo (conjugado de polipéptido y portador) de alto rendimiento y pureza. Tales conjugados
fisioldbgicamente activos de polipéptido-portador fisiolégicamente activo muestran actividades completamente
diferentes en comparacion con los conjugados fisiologicamente activos de polipéptido de los que derivan, es decir, las
actividades fisiolégicas sobresalientes como la excelente duracion prolongada de los efectos farmacolégicos del
polipéptido fisiolégicamente activo, la focalizacién en un sitio especifico como una lesion a tratar, o la induccion de
necrosis.

En la presente divulgacion, el polimero no peptidico en el conjugado de polipéptido fisioldgicamente activo y portador
fisioldbgicamente activo deberia ser un polimero no peptidico con dos extremos para unirse al polipéptido
fisioldbgicamente activo y al portador fisiolégicamente activo. Es decir, el portador fisioldgicamente activo puede estar
unido covalentemente al extremo del polimero no peptidico al que no se une el conjugado de polipéptido
fisioldgicamente activo. Como resultado, se prepara un conjugado de polipéptido fisiolégicamente activo y portador
fisioldgicamente activo en el que ambos extremos del polimero no peptidico estan unidos respectivamente al
polipéptido fisiolégicamente activo y al portador fisiologicamente activo.

Tal como se utiliza en el presente documento, el término "portador fisiologicamente activo" se refiere a una sustancia
fisioldbgicamente activa que muestra actividades adicionales distintas a la actividad fisiolégica del polipéptido
fisioldgicamente activo, que puede mantener las actividades fisioldgicas del polipéptido fisiolégicamente activo, como
los efectos farmacolégicos, o inducir la focalizacién en un sitio especifico o la necrosis mediante la unién al polipéptido
no peptidico junto con el polipéptido fisiologicamente activo.

El portador fisiologicamente activo utilizado puede incluir una sustancia que tenga las actividades antes mencionadas
sin ninguna limitacién, por ejemplo, albimina, region Fc de inmunoglobulina, transferrina, aptamero, toxina, gelatina,
colageno, dextrano, polisacaridos, acidos grasos, fibrinégeno o similares. Especificamente, el portador
fisioldbgicamente activo puede ser una albumina, una regién Fc de inmunoglobulina, o una transferrina, y mas
especificamente, una region Fc de inmunoglobulina, pero no esta limitado a ello.

La regién Fc de la inmunoglobulina se refiere a la regién constante de la cadena pesada 2 (CH2) y la regién constante
de la cadena pesada 3 (CH3) de una inmunoglobulina, excluyendo las regiones variables de las cadenas pesada y
ligera, la regién constante de la cadena pesada 1 (CH1) y la regién constante de la cadena ligera 1 (CL1). Puede
incluir ademas una regién bisagra en la regidon constante de la cadena pesada. Asimismo, la region Fc de la
inmunoglobulina puede ser una forma extendida que contenga una parte o la totalidad de la regién Fc, incluida la
region constante de la cadena pesada 1 (CH1) y/o la region constante de la cadena ligera 1 (CL1), excepto las regiones
variables de las cadenas pesada y ligera, siempre que tenga una funcion fisiolégica sustancialmente similar o mejor
que la inmunoglobulina Fc nativa, y puede incluir regiones Fc de inmunoglobulina modificadas por fosforilacién,
sulfatacién, acrilacion, glucosilacién, metilacién, famesilacién, acetilacion, amidacién o similares. La gama de
inmunoglobulina Fc, el método de preparacién de la misma y el método de unién covalente de la inmunoglobulina Fc
al conjugado de polimero no peptidico y polipéptido fisiolégicamente activo se describen en detalle en Patente coreana
n® 10-775343, 10-725314, 10-725315 y 10-824505.

En algunos casos, cuando el polimero no peptidico esta unido especificamente a un aminoacido especifico del
polipéptido fisiolégicamente activo en el conjugado polipeptidico, se minimiza la generacion de conjugados adicionales
distintos del conjugado polipeptidico fisiolégicamente activo. Esto es beneficioso para la actividad fisiologica y para
aumentar el rendimiento del conjugado polipeptidico fisiologicamente activo con valor farmacolégico.

En algunos casos, cada uno de los conjugados imidazo-acetil-exendina-4(Lys27)-PEG preparados por el método de
pegilacién conocido y el método de pegilacién que incluye precipitacion selectiva usando isopropanol se unié a un
fragmento Fc de inmunoglobulina humana, y se analizaron la pureza y el rendimiento de la imidazo-acetil-exendina-4-
inmunoglobulina Fc. Como resultado, ambos conjugados tenian la misma pureza del 27,6 % (Tabla 5), pero el
conjugado imidazo-acetil-exendin-4-inmunoglobulina Fc preparado por el método de pegilacion incluye precipitacion
selectiva mostré un mayor rendimiento que el del conjugado preparado por el método conocido.

En la presente divulgacion, imidazo-acetil-exendina-4-inmunoglobulina FC se utiliza indistintamente con CA-exendina-
4-PEG-inmunoglobulina Fc o inmunoglobulina FC-CA-exendina-4-PEG(Lys27).

Modo
En lo sucesivo, la presente invencién se describira con mas detalle haciendo referencia a los siguientes Ejemplos.

Sin embargo, estos Ejemplos tienen Unicamente fines ilustrativos, y no se pretende que la invencion esté limitada por
estos Ejemplos.

Ejemplo 1. Pegilacion de imidazo-acetil exendin-4 y separacion de isomeros posicionales
Se utilizé 3,4K ALD(2) PEG (un PEG de 3,4 kDa con dos grupos aldehido, NOF, Japon) para realizar la pegilacion en

Lys de la imidazo-acetil-exendina-4 (CA-exendina-4, Bachem, EE.UU.).
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Para pegilar la posicion Lys de la imidazo-acetil-exendina-4 usando ALD(2) PEG 3,4K, el péptido y el PEG se hicieron
reaccionar en una proporcién molar de aproximadamente 1:3 a 1:30 con una concentracién de péptido de
aproximadamente 5 mg/ml a 18 mg/ml durante 0,5 horas a 4,0 horas a 4°C a 8°C y 20°C a 25°C. La reaccioén se
permitié en una solucién tampén HEPES 100 mM a un pH de 6,5 a 7,5 con adicién de un agente reductor, 20 a 30 mM
SCB (NaCNBH). A este respecto, se permitié que la reaccién procediera en una solucién tampoén HEPES 100 mM a
un pH de 6,5 a 7,5 con adicién de un agente reductor, 20 a 30 mM SCB (NaCNBH3). Las condiciones especificas de
reaccion y el resultado de la separacion por el método siguiente se muestran en las Tablas 1y 2 siguientes. En detalle,
se hicieron reaccionar a una concentracion de péptido de aproximadamente 15 mg/ml durante 3 horas a4°C a8<C, y
en la FIG. 2 se muestra un resultado de la separacién por el método siguiente.

La imidazo-acetil exendina-4-PEG se separé de las impurezas relacionadas con el proceso, como la forma
multiPEGilada y la forma sin reaccionar (denotada (PEG)n-imidazo-acetil exendina-4 en la tabla siguiente) en cada
solucion de reaccion utilizando una columna SOURCE 15S con un gradiente de concentracién lineal de KCl en una
solucion tampén de acido citrico a pH 2,0 - 4,0.

[Tabla 1]
Condiciones de reaccion segun el pH y la | Fraccién eluida de la columna SOURCE S (%)
concentracién de proteinas
pH Concentracién Tiempo de | (PEG)n -imidazo-ac etil | Imidazo-ace tyl | Imidazo-acet yl
(mg/ml} reaccion exendin-4 + imidazo- | exendin-4-PEG exendin-4 sin
(horas) acetil exendin-4- | (Lys27) reaccionar
PEG(Lys12)
65 |5 4 15 37 50
12 4 17 43 27
75 |5 4 12 41 44
12 4 30 44 26
15 3 25 45 30
18 4 43 40 17
[Tabla 2]
Condiciones de reaccion en funciéon de la | Fraccion eluida de la columna SOURCE S (%)
concentracién de proteinas (pH 7,5, 20°C a
25°C, 20 mM SCB)
Concentracién de | Tiempo de | (PEG)n -imidazo -acetil | Imidazo-acetil Imidazo-acetil
proteinas (mg/ml) reaccion (horas) | exendin-4 + imidazo-acetil | exendin-4-PEG | exendin-4 sin
exendin-4-PEG(Lys12) (Lys 27) reaccionar
10 0,5 27 43 30
1 38 45 17
1,5 43 47 10
15 0,5 15 43 42
1 21 45 34
1,5 30 47 23
20 0,5 30 40 30
1 29 39 32

Como resultado, los picos de (PEG)n -imidazo-acetil exendin-4 e imidazo-acetil exendin-4-PEG(Lys12) se eluyeron
antes, y después se eluyo un pico de Lys27-pegilado, y en la tltima porcién se eluyd un pico de imidazo-acetil-exendin-
4 sin reaccionar (FIG. 2). Ademas, el contenido de (PEG)n -imidazo-acetil-exendin-4 + imidazo-acetil-exendin-4-
PEG(Lys12) era aproximadamente del 10 % al 40 %, el contenido de imidazo-acetil-exendin-4-PEG era
aproximadamente del 40 % al 50 %, y el contenido de imidazo-acetil-exendin-4 sin reaccionar era aproximadamente
del 10 % al 50 %.

Ejemplo 2. Pegilacion de un analogo de la insulina y separacion de isémeros posicionales

Se utilizd6 PEG 3.4K ALD(2) para realizar la pegilaciéon en el N-terminal de la cadena B de un andalogo de insulina
(W0O2014-133324, Hanmi Pharmaceutical Co., Ltd, Korea ).

Para pegilar la posicion N-terminal del analogo de insulina utilizando 3,4K ALD(2) PEG, el péptido y el PEG se hicieron
reaccionar en una relacién molar de aproximadamente 1:4 con una concentracién de péptido de aproximadamente 5
mg/ml a 18 mg/ml durante 0,5 horas a 4,0 horas a 4°C a 8°C y 20°C a 25°C. A este respecto, se dejo que la reaccion
procediera en una solucién tampon de citrato sédico 50 mM a un pH de 4,0 a 6,0 con adicién de un agente reductor,
3~5 mM SCB (NaCNBHj3). En detalle, se hicieron reaccionar a una concentracion de péptido de aproximadamente 5
mg/ml durante 2 horas a 4°C a 8°C, y en la FIG. 3 se muestra el resultado de la separacién por el método siguiente.
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El analogo de insulina-PEG se separ6 de cada solucién de reaccion usando una columna SP-HP con un gradiente de
concentracion lineal de KCI en una solucién tampon de acido citrico a pH 2.0-4.0

Como resultado, los picos para el (PEG)n -analogo de insulina se eluyeron antes, y después se eluyé un pico N-
terminal-pegilado, y un pico para el analogo de insulina sin reaccionar se eluy6 en la Gltima porcion (FIG. 3). Ademas,
el contenido de (PEG)n -analogo de insulina fue de aproximadamente 10 % a 20 %, el contenido de analogo de insulina-
PEG fue de aproximadamente 50 % a 60 %, y el contenido de analogo de insulina sin reaccionar fue de
aproximadamente 5 % a 20 %.

Ejemplo 3. Pegilacion de imidazo-acetil-exendina-4 y separacion de imidazo-acetil-exendina-4 no pegilada
mediante precipitacion selectiva con disolvente organico.

Se utiliz6 3,4K ALD(2) PEG para realizar la pegilacion en la posicion Lys de la imidazo-acetil-exendina-4 (CA-exendina-
4, Bachem, EE.UU.).

Las condiciones de reaccién son las mismas que en el Ejemplo 1. La solucion de pegilacion se traté con isopropanol,
1-propanol, 1-butanol, acetona, acetonitrilo en 2 volimenes o mas, especificamente, con 3 a 7 volimenes de la de la
solucion de reaccion. De la solucion de reaccién tratada con disolvente organico, se separaron una solucién acuosa
de imidazo-acetil-exendin-4 pegilado y un precipitado de imidazo-acetil-exendin-4 sin pegilar ni reaccionar (FIG. 4).
De éstas, la solucién acuosa se purificé de la misma manera que en el Ejemplo 1 (FIG. 6), y el contenido de cada
fraccion purificada se muestra en la siguiente Tabla 3.

[Tabla 3]

Cantidad de | Fraccién eluida de la columna SOURCE S (%) Tasa de recuperacion del
tratamiento de | (PEG)n -imidazo-acetil | Imidazo- Imidazo-acetilo precipitado de imidazo-
isopropanol (veces el | exendin-4 + imidazo- | acetilo 1 | sin reaccionar | | acetil exendin-4 sin
volumen de la solucién | acetil exendin-4- | exendin-4- exendin-4 reaccionar tras el
de pegilacion) PEG(Lys12) PEG tratamiento con IPA (%)
ninguno 25 45 30 n/a

4 X 25 45 15 15

5X 25 45 10 19

6 X 25 45 8 22

En la solucién acuosa, el contenido de (PEG)n -imidazo-acetil-exendin-4 + imidazo-acetil-exendin-4-PEG(Lys12) era
de aproximadamente 10 % a 40 %, el contenido de imidazo-acetil-exendin-4-PEG era de aproximadamente 40 % a 50
%, y el contenido de imidazo-acetil-exendin-4 sin reaccionar era de aproximadamente 5 % a 15 %. Ademas, el
contenido del precipitado de imidazo-acetil-exendin-4 separado era del 15 % al 30 % (Tabla 3).

Ejemplo 4. Pegilacion del analogo de insulina y separacion del analogo de insulina no pegilado mediante
precipitacion selectiva con disolvente organico.

Se utilizé 3,4K ALD(2) PEG (PEG con dos grupos aldehido, NOF, Japon) para realizar la pegilacion en el N-terminal
de la cadena B del analogo de insulina (Hanmi Pharmaceutical Co., Ltd, Corea).

Las condiciones de reaccién son las mismas que en el Ejemplo 2. La solucién de pegilacion se tratd con isopropanol,
etanol, 1-propanol, acetona, acetonitrilo en 2 volimenes o mas, especificamente, con 3 a 7 volimenes de la de la
solucién de reaccion. De la solucién de reaccion tratada con disolvente organico, se separaron una solucién de analogo
de insulina pegilado y un precipitado de analogo de insulina no pegilado y sin reaccionar (FIG. 5). De éstos, la solucién
acuosa se purificd de la misma manera que en el Ejemplo 2 (FIG. 9).

Ejemplo 5. Re-pegilacion de precipitado selectivo de imidazo-acetil exendin-4 no-pegilado y separacion de
isdOmeros posicionales.

Se utiliz6 3,4K ALD(2) PEG (PEG con dos grupos aldehido, NOF, Jap6n) para realizar la pegilacion en la posicién Lys
de imidazo-acetil-exendin-4 (CA-exendin-4, Bachem USA) y se reciclo y se sometié a pegilacion alrededor del 20 %
al 30 % de un precipitado de imidazo-acetil-exendin-4 que se separé realizando una precipitacién selectiva utilizando
isopropanol de la misma manera que en el Ejemplo 3. El precipitado de imidazo-acetil-exendin-4 se recicld y se sometio
a pegilacion.

Para pegilar Lys del precipitado de imidazo-acetil-exendina-4 utilizando 3,4K ALD(2) PEG, se hizo reaccionar un
precipitado de imidazo-acetil-exendina-4 y PEG a una relaciéon molar de 1:7,5 durante 0,5 horas a 2,0 horas a2 20°C a
25°C a una concentracién de solucion de redisolucion del precipitado de imidazo-acetil-exendina-4 de
aproximadamente 15 mg/ml. A este respecto, se dejé que la reaccién procediera en una solucién tampén HEPES 100
mM a pH 7,5 con adicién de un agente reductor, 20 mM SCB (NaCNBHs). La purificacién se realizé de la misma
manera que en el Ejemplo 1. Un resultado de la purificacion de la solucion de re-pegilacion de un precipitado de
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imidazo-acetil exendin-4 no-pegilado muestra que el contenido de (PEG)n - imidazo-acetil exendin-4 + imidazo-acetil
exendin-4-PEG(Lys12) era de aproximadamente 15 % a 40 %, el contenido de imidazo-acetil exendin-4-PEG era de
40 % a 50 %, y el contenido de imidazo-acetil exendin-4 no reaccionado era de aproximadamente 10 % a 40 % (FIG.
7), que son similares a los resultados de la pegilacién primaria (Tabla 2).

Ejemplo 6. Repegilacion de precipitado selectivo de analogo de insulina no pegilado y separacion de isémeros
posicionales.

Se utiliz6 3,4K ALD(2) PEG para realizar la pegilacion en el N-terminal de la cadena B del analogo de insulina (Hanmi
Pharmaceutical Co., Ltd, Corea), y se reciclaron y se sometieron a pegilacién aproximadamente del 0,5 % al 10 % de
los precipitados que se separaron realizando precipitaciones selectivas utilizando isopropanol de la misma manera
que en el Ejemplo 4.

Para pegilar el N-terminal del precipitado analogo de insulina utilizando 3,4K ALD(2) PEG, se hizo reaccionar un
precipitado analogo de insulina y PEG en una proporcion molar de 1:4 durante 0,5 horas a 4,0 horas a 4°C a 8°C a
una concentracién de solucién de redisolucién del precipitado analogo de insulina de aproximadamente 5~18 mg/ml.
A este respecto, se dejo que la reaccidon procediera en una solucion tampén de citrato sédico 50 mM a pH 4,0 a 6,0
con adicion de un agente reductor, 3~5 mM SCB (NaCNBHj3). La purificacién se realizé de la misma manera que en
el Ejemplo 2. Un resultado de la purificacion de la solucion de re-pegilacion de un precipitado no-pegilado muestra que
el contenido de (PEG)n -analogo de insulina era de aproximadamente 0 % a 15 %, el contenido de analogo de insulina-
PEG era de 20 % a 40 %, y el contenido de analogo de insulina sin reaccionar era de aproximadamente 30 % a 45 %
(FIG. 10).

Ejemplo 7. Rendimiento tras separacion de isémeros posicionales a partir de mezcla de solucion acuosa de
imidazo-acetil exendin-4 pegilado y precipitado repegilado.

Se us6 3,4K ALD(2) PEG para realizar la pegilacion en la posicion Lys de imidazo-acetil-exendin-4 (CA-exendin-4,
Bachem USA). La reaccion se realizé de la misma manera que en el Ejemplo 1, y la solucién de reaccion se sometié
a precipitacion selectiva mediante tratamiento con isopropanol de la misma manera que en el Ejemplo 3. El precipitado
resultante se volvié a pegilar. El precipitado resultante se repegilé del mismo modo que en el Ejemplo 5. La solucién
acuosa tratada con isopropanol y el precipitado repegilado se mezclaron y purificaron del mismo modo que en el
Ejemplo 1 para separar los isémeros posicionales (FIG. 8).

Como resultado, el contenido de (PEG)n -imidazo-acetil-exendin-4 + imidazo-acetil-exendin-4(Lys 12) -PEG fue de
aproximadamente 25 % a 30 %, el contenido de imidazo-acetil-exendin-4-PEG fue de aproximadamente 50 % a 60 %,
y el contenido de imidazo-acetil-exendin-4 sin reaccionar fue de 10 % a 20 %.

Ademas, los resultados de comparar el rendimiento del conjugado imidazo-acetil-exendin-4-PEG preparado por el
método de pegilacién aplicado por precipitacién selectiva con el del método de pegilacion conocido se dan en la FIG.
11 y en la siguiente Tabla 4. Como resultado, el rendimiento del conjugado imidazo-acetil-exendin-4-PEG preparado
por el método de pegilacion aplicado por precipitacioén selectiva fue mucho mayor que el del método de pegilacion
conocido. Como resultado, el rendimiento del conjugado imidazo-acetil-exendina-4-PEG preparado por el método de
pegilacion aplicado por precipitacién selectiva fue mucho mayor que el del método de pegilacién conocido.

[Tabla 4]
Condiciones de pegilacién Rendimiento de CA exendin-4-PEG (%)
Pegilacién conocida 100
Pegilacion selectiva aplicada por precipitacion 132

Ejemplo 8. Pureza tras la separacion del isdmero posicional pegilado imidazo-acetil exendin-4

Para examinar la diferencia de pureza entre los conjugados de imidazo-acetil exendin-4 preparados por el método de
pegilacion conocido y el método de pegilacion que incluye precipitacién selectiva usando isopropanol, las soluciones
eluidas de los Ejemplos 1y 7 se usaron para realizar HPLC de fase inversa (RP) (FIGS. 12y 13).

Como resultado, los conjugados de imidazo-acetil exendin-4 del Ejemplo 1 segun el método conocido y del Ejemplo 7
segun el método de pegilacién por precipitacion selectiva aplicada mostraron la misma pureza del 97 % (Tabla 5).

[Tabla 5]
Condiciones Pureza (%)
CA exendin-4-PEG(Lys27) eluido de | Solucién de
columna tras pegilacién acoplamiento
RP Control de la pegilacién RP
K12 K27
Pegilacién conocida 97,0 0,4 97,6 27,6
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| Pegilacién selectiva aplicada por precipitacién | 97,0 [ 0,1 [ 97,4 [ 27,6 |

Ejemplo 9. Mapeo del péptido Lys-C tras la separacion del isomero posicional pegilado imidazo-acetil exendin-
4

Para examinar el sitio de conjugacion del PEG en la imidazo-acetil-exendina-4, se digirié la imidazo-acetil-exendina-4
con una proteasa lisina-C, y se analizé por cromatografia de fase inversa. El experimento se realizd como sigue: Los
conjugados de PEG purificados en los Ejemplos 1y 7 y la imidazo-acetil-exendina-4 se disolvieron en una solucién
tampon trietilamina-HCI (10 mmol/l; pH 7,5) a una concentracion de 1 mg/ml, y después se afiadieron 10 pl de enzima
(0,1 mg/ml) para permitir la reaccién a 37 °C durante 4 horas. Una vez completada la reaccién, las mezclas de reaccion
se analizaron por cromatografia de fase inversa (FIGS. 14y 15).

Como resultado, las purezas de los isbmeros posicionales pegilados segun cada reaccion se dan en la Tabla 5, y los
conjugados de PEG purificados de los Ejemplos 1 y 7 tenian una pureza similar (Tabla 5), respectivamente.

Ejemplo 10. Preparacion del conjugado imidazo-acetil exendina-4-inmunoglobulina Fc¢.

Para preparar un conjugado imidazo-acetil-exendina-4-inmunoglobulina Fc, el conjugado imidazo-acetil-exendina-4-
PEG obtenido en el Ejemplo 1 se conjugé con un fragmento de inmunoglobulina humana F¢ adquirido a Hanmi
Pharmaceutical Co., Ltd., que se utilizd para preparar el conjugado imidazo-acetil-exendina-4-PEG. El conjugado
imidazo-acetil-exendin-4(Lys27)-PEG y la inmunoglobulina Fc se hicieron reaccionar a una relacién molar de 1:2,5 con
una concentracion total de proteina de aproximadamente 10 mg/ml a 4°C a 8°C durante 12 horas a 16 horas. La
solucion de reaccién fue 100 mM HEPES a pH 8.2, y tratada con 3 % Triton X-100 y un agente reductor, 50 mM
NaCNBHs. Tras la reaccion de acoplamiento, el resultado del analisis por HPLC de fase inversa de la solucion de
reaccion de acoplamiento (FIG. 16) muestra que la pureza de un conjugado imidazo-acetil exendina-4-inmunoglobulina
Fc era del 27,6 % (Tabla 5).

Ejemplo 11. Preparacion del conjugado imidazo-acetil exendina-4-inmunoglobulina Fc mediante precipitacion
selectiva.

El conjugado imidazo-acetil exendina-4(Lys27)-PEG obtenido en el Ejemplo 7 se conjugé con un fragmento Fc de
inmunoglobulina humana adquirido a Hanmi Pharmaceutical Co., Ltd (Corea). El acoplamiento se realizé de la misma
manera que en el Ejemplo 10, y se analizé la pureza. El resultado del analisis por HPLC en fase inversa de la solucién
de reaccion (FIG. 17) muestra que su pureza era del 27,6 % (Tabla 5). El efecto de la mejora del rendimiento del
conjugado imidazo-acetil exendin-4-inmunoglobulina Fc del Ejemplo 7 se comparé con el rendimiento del Ejemplo 1,
y el resultado se muestra en laFIG. 18 y en la Tabla 6 siguiente. Como resultado, el rendimiento del conjugado imidazo-
acetil exendina-4-PEG preparado por el método de pegilacién aplicado por precipitacién selectiva fue superior al del
método conocido. Por lo tanto, puede observarse que, cuando el conjugado imidazo-acetil exendina-4-PEG preparado
mediante el método de pegilacion por precipitacion selectiva aplicada se utiliza para preparar el conjugado imidazo-
acetil exendina-4-inmunoglobulina Fc, el rendimiento es superior al del método de pegilacién conocido.

[Tabla 6]
Condiciones de pegilacién Rendimiento del conjugado imidazo-acetil exendin-4-
inmunoglobulina F¢ (%)

Pegilacién conocida 100
Pegilacién selectiva aplicada por | 128
precipitacion

Ejemplo 12. Cartografia del péptido lisina-C para el analisis de la pureza de la imidazo-acetil exendina-4 segun
la aplicacion de la precipitacion selectiva (mediante el uso de isopropanol).

Para examinar los cambios en el estado de la imidazo-acetil exendina-4 antes y después del tratamiento con
isopropanol, se realiz6 un mapeo del péptido lisina-C. La FIG. 19 muestra el resultado del mapeo de la imidazo-acetil
exendina-4 antes del tratamiento con isopropanol. La fig. 19 muestra un resultado del mapeo de imidazo-acetil
exendin-4 antes del tratamiento con isopropanol, y la fig. 20 muestra un resultado del mapeo de imidazo-acetil exendin-
4 después de la aplicacién de la precipitacion selectiva (tratamiento con isopropanol). Como resultado, no hubo
cambios antes y después del tratamiento. El andlisis se realizé de la misma manera que en el Ejemplo 9.

Ejemplo 13. LC-Mass para analisis de pureza de imidazo-acetil exendin-4 segun aplicacion de precipitacion
(mediante uso de isopropanol).

Para examinar una secuencia proteica como estructura primaria de imidazo-acetil exendin-4 antes y después del

tratamiento con isopropanol, se realizé6 LC-Mass. Como resultado, no hubo cambios en la estructura primaria antes y
después de la aplicacion de la precipitacion selectiva (tratamiento con isopropanol) (FIG. 21).
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Ejemplo 14. Espectroscopia CD para el analisis de la estructura secundaria del imidazo-acetil exendin-4 segun
la aplicacion de la precipitacion (mediante el uso de isopropanol).

Para examinar los cambios en una estructura secundaria de imidazo-acetil exendin-4 antes y después del tratamiento
con isopropanol (IPA), se realizd6 espectroscopia CD. Como resultado, no hubo cambios en el contenido de la
estructura secundaria antes y después de la aplicacion de la precipitacién selectiva (tratamiento con isopropanol) (FIG.
22y Tabla 7).

[Tabla 7]
Estructura Contenido (%)(rango UV: 190 nm a 260 nm)
secundaria CA-exendin 4 antes del | CA-exendin 4 reciclado tras
tratamiento IPA tratamiento con |IPA
Hélice 33,1 33,5
Antiparalelo 11,2 10,9
En paralelo 7,8 7,7
Beta-Turn 17,5 17,4
Bobina aleatoria 27,6 27,1
Total 97 96,6

Ejemplo 15. Medicion de la actividad in vitro del imidazo-acetil exendin-4 antes y después de la aplicacion de
la precipitacion selectiva.

Para medir la eficacia de una formulacién de accién prolongada de imidazo-acetil exendin-4 antes y después del
tratamiento con isopropanol, se midi6 la actividad celular in vitro. Un método de medicién de la actividad celular in vitro
de GLP-1 consiste en medir un aumento del AMPc intracelular tratando células CHO clonadas con receptor de GLP-
1 con GLP-1.

El método de medicién de la actividad celular in vitro utilizado en este experimento se llevé a cabo tratando CHO/GLP-
1 con exendin-4 y materiales de prueba variando las concentraciones de los mismos y después midiendo los niveles
de AMPc para comparar los valores de ECso. Como grupo de control de imidazo-acetil exendin-4 después del
tratamiento con isopropanol, se utilizé imidazo-acetil exendin-4 antes del tratamiento con isopropanol. En la fig. 23 y
la tabla 8 se muestra el resultado de la medicién de la actividad in vitro. Como resultado, no hubo diferencia en la
actividad entre los conjugados de imidazo-acetil exendin-4 antes y después del tratamiento con isopropanol.

[Tabla 8]
Muestra CEso (nM) Actividad relativa (% frente al lote original)
CA-exendin 4 antes del tratamiento de 2-propanol 2,41 £0,19 | 100,0 (ns)
CA-exendin 4 reciclado tras tratamiento de 2-propanol | 2,32 £ 0,26 | 103,8 (ns)

ns, sin significacion p>0,05 por prueba T
Rango histérico
1)} CA Exendin-4: de 1,85 nm a 2,33 nm

16



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

1

©

1

1

ES2978 112T3

REIVINDICACIONES
. Un método de preparacién de un conjugado polipeptidico fisioldgicamente activo, que comprende:

1} precipitar selectivamente a partir de una mezcla de reaccién un polipéptido fisiolégicamente activo no
conjugado con un polimero no peptidilico usando un disolvente organico, conjugando dicha reaccién el
polimero no peptidilico con un residuo de aminoacido del polipéptido fisiolégicamente activo; y

2) hacer reaccionar el polipéptido fisiologicamente activo recuperado del precipitado con el polimero no
peptidilico en la reaccion de conjugacion de la etapa 1),

en el que el polimero no peptidilico se selecciona del grupo que consiste en polietilenglicol, polipropilenglicol,
un copolimero de etilenglicol-propilenglicol, poliol polioxietilado, alcohol polivinilico, polivinil etil éter y una
combinacién de los mismos;

en el que el polimero no peptidilico tiene un peso molecular de 0,5 kDa a 20 kDa;

en el que el polipéptido fisiolégicamente activo es un derivado de exendina, insulina o una combinacion de
los mismos, en el que el derivado de la exendina se selecciona del grupo que consiste en des-amino-
histidil(DA)-exendina-4, beta-hidroxi-imidazo-propionil(HY)-exendina-4, imidazo-acetil(CA)-exendina-4 vy
dimetil-histidil(DM)-exendina-4; y

en el que el disolvente organico es isopropanol, etanol, 1-propanol, 1-butanol, acetona, acetonitrilo 0 una
combinacion de los mismos.

. El método de la reivindicacién 1, en el que la etapa 2) comprende disolver el polipéptido fisiolégicamente activo
precipitado y después conjugar el polipéptido con el polimero no peptidilico, o
en el que en la etapa 2), el polipéptido fisioldgicamente activo recuperado se hace reaccionar con el polimero no
peptidilico durante 0,5 horas a 4 horas.

. El método de la reivindicacion 1, en el que la mezcla de reaccion en la etapa 1) comprende, basandose en el peso
total de la mezcla de reaccién, un 10 % en peso o mas del polipéptido fisiolégicamente activo no conjugado.

. El método de la reivindicacién 1, en el que la mezcla de reaccion en la etapa 1) se trata con 2 a 7, preferentemente
3 a7, volumenes de isopropanol.

. El método de la reivindicacién 1, en el que el polimero no peptidilico se conjuga con la Lys27 de un derivado de la
exendina, o con el N-terminal de la insulina.

. El método de la reivindicacion 1, en el que el polimero no peptidilico es polietilenglicol.

. El método de la reivindicacion 1, en el que el polimero no peptidilico comprende al menos un grupo reactivo
seleccionado del grupo que consiste en un grupo aldehido, un grupo propionaldehido, un grupo butiraldehido, un
grupo maleimida y un derivado succinimida.

. El método de la reivindicacién 7, en el que el polimero no peptidilico tiene un grupo aldehido, preferentemente un
grupo propionaldehido, como grupo reactivo.

. El método de la reivindicacién 1, que comprende ademas separar el conjugado polipeptidico fisiolégicamente activo
después de la etapa 2).

0. El método de la reivindicacién 9, en el que la separacion se realiza mediante cromatografia de intercambio iénico,
preferentemente cromatografia de intercambio iénico de alta presion.

1. Un método para preparar un conjugado de un polipéptido fisiolégicamente activo y un portador fisiolégicamente
activo, comprendiendo el método:

preparar un conjugado polipeptidico fisiolégicamente activo segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a
10;y

conjugar mediante un enlace covalente el polipéptido fisioldgicamente activo conjugado con un portador
fisiolégicamente activo para preparar un conjugado polipéptido-portador, en el que, en el conjugado polipéptido-
portador, los dos extremos del polimero no peptidilico se conjugan respectivamente con el portador
fisiolégicamente activo y con el polipéptido fisiolégicamente activo.

12. El método de la reivindicacién 11, en el que el portador fisiolégicamente activo se selecciona del grupo que consiste

en albumina, una regién Fc de inmunoglobulina, transferrina, aptamero, toxina, gelatina, colageno, dextrano,
polisacarido, &cido graso y fibrindgeno,
preferentemente una regién Fc de inmunoglobulina.
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[Fig. 2]
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[Fig. 3]
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(,""‘ PEG exendina-4
{7.6 kDa}

€= Exendina-4
sin reaccionar {4,16 kDa)

M: Marcador  P: Solucidon de reaccion de 17 PEGilacion
: Solucién acuosa después de afiadir isopropanol a la mezcla de reaccidn
: Precipitado después de afiadir isopropanol a {ia mezcla de reaccién
: Solucién acuosa después de afiadir 1-propanod a la mezcia de reaccién
: Precipitade después de afiadir 1-propancl a la mezcla de reaccidn
: Solucidn acuosa después de afiadir 1-butanol a la mezcla de reaccién

: Solucion acuosa después de afiadir acetona a la mezcla de reaccién
: Precipitado después de afiadir acetona a la mezcla de reaccién
: Solucidn acuosa después de afladir acetonitrilo a la mezcla de reaccion

1

2

3

4

5

6: Precipitado después de afiadir 1-butanol a la mezcla de reaccion

7

8

9

10: Precipitado después de afiadir acetonitrilo a la mezcla de reaccion
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[Fig. 3
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[Fig. 6]
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{Fig. 7]
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[Fig. 9}
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{Fig. 10}
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[Fig. 12]
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[Fig. 14]
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[Fig. 16]
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[Fig. 17
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{Fig. 19]
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[Fig. 21}
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