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DESCRIPCION
Métodos para cuantificar la concentracién de farmaco en una composicién de profarmaco
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a métodos para cuantificar la cantidad de farmaco presente en una composicion de
profarmaco.

ANTECEDENTES

En promedio, durante la Ultima década, 17 nuevos péptidos han entrado en ensayos clinicos cada afio con tasas de
aprobaciéon (desde la fase 1 hasta la comercializacién) del doble de las de las moléculas pequefias (Dharanipragada
(2013) Future Medicinal Chemistry 5(7):831; Kaspar y Reichert (2013) Drug Discovery Today 18:807-817), y mas de
150 candidatos a farmacos peptidicos estan actualmente en desarrollo (Lau y Dunn (2018) Bioorganic & Medicinal
Chemistry 26:2700-2707).

Sin embargo, el desarrollo de farmacos peptidicos presenta desafios especificos. Por ejemplo, los farmacos peptidicos
estan sujetos a escision proteolitica y se eliminan rapidamente in vivo. La administracion oral sigue siendo un desafio,
en parte debido a la baja permeabilidad de las membranas biologicas. Los intentos para remediar estas deficiencias
se han realizado mediante la incorporacién de restricciones conformacionales tales como la formacién de péptidos
ciclicos (p. ej., mediante lactamizaciones y ciclaciones de clics), grapado de hidrocarburos, lipidacién y el desarrollo
de conjugados de farmacos poliméricos.

Un ejemplo de un farmaco peptidico es SAR425899, un agonista del receptor dual que fija como objetivo a los
receptores de glucagén y GLP1 y puede facilitar el control glucémico y la pérdida de peso en pacientes con diabetes
mellitus tipo 2, asi como la pérdida de peso en voluntarios sanos (Tillner et al. (2019) Diabetes Obes. Metab. 21:120,
doi: 10.1111/dom.13494, EPUB 16 de septiembre de 2018). Sin embargo, debido al rapido aclaramiento in vivo, se
requiere una dosis una vez al dia de SAR425899.

El acido hialurénico (HA), al que también se alude como hialuronano, es un polisacarido lineal no sulfato de origen
natural compuesto por unidades disacarido repetitivas de acido d-glucurénico y N-acetil-d-glucosamina enlazadas por
enlaces glicosidicos B-1-3 y B-1-4 (Khunmanee et al. (2017) J. Tissue Engineering vol. 8 (doi:
doi.org/10.1177/2041731417726464)). El HA es un elemento estructural importante en la piel y participa en un cierto
nimero de interacciones con receptores de superficie celular. EI HA tiene actividad inmunosupresora vy
antiangiogénica, y esta presente en el tejido cerebral, el cartilago hialino y el liquido de las articulaciones sinoviales.
Debido a su fuerte caracter hidréfilo y su alto peso molecular en tejidos biolégicos que pueden absorber una gran
cantidad de agua, hasta 1000 veces su volumen sélido, el HA exhibe importantes funciones estructurales y funcionales
en el cuerpo.

Debido a su biocompatibilidad y biodegradabilidad, el HA ha encontrado numerosas aplicaciones en aplicaciones
biomédicas y farmacéuticas. Sin embargo, el HA es altamente soluble y a menudo exhibe propiedades mecanicas muy
pobres con un comportamiento de degradacién rapido in vivo. Por lo tanto, el HA se ha modificado quimicamente y/o
reticulado para mejorar sus propiedades, incluyendo la mecanica, la viscosidad, la solubilidad, la degradacién y la
biolégica. Se han creado y utilizado derivados de HA en armazones para la ingenieria tisular, en cirugia de tejidos
blandos, tal como el aumento de pliegues vocales, el suministro de farmacos, el suministro intracelular de ARNip, la
cicatrizacion de heridas y como dispositivo en procedimientos quirdrgicos.

El &cido hialurénico reticulado (xHA) forma un hidrogel de multiples millones de Dalton en un entorno acuoso y puede
enlazarse a un farmaco (p. €j., un farmaco peptidico) para estabilizar el farmaco in vivo. Sin embargo, es dificil tanto
cuantificar la cantidad de farmaco cargada en el hidrogel como cuantificar la velocidad de liberacion del farmaco desde
el hidrogel. Las mediciones UV simples que se aplican tipicamente para la cuantificacion basica de péptidos en
solucién no se pueden aplicar para los hidrogeles, ya que analisis de este tipo requieren que el complejo de hidrogel
enlazado al farmaco se disuelva completamente.

Métodos alternativos para la hidrélisis acelerada del enlazador y la liberacion de un farmaco peptidico utilizando una
temperatura elevada o un pH elevado conducen a la degradacién parcial del farmaco peptidico, produciendo por lo
tanto una mezcla heterogénea que es dificil de cuantificar. Por consiguiente, se necesitan métodos de cuantificacion
analitica para cuantificar la carga de farmacos de composiciones de profarmacos en hidrogeles de HA reticulados.

Yang et al. ("Target specific hyaluronic acid interferon alpha conjugate for the treatment of hepatitis C virus infection",
BIOMATERIALS, ELSEVIER, AMSTERDAM, NL, vol. 32, n? 33, 30 de julio de 2011) desarrollé un conjugado de &cido
hialurénico e interferén alfa de accién prolongada (HA-IFNa) para el tratamiento de la infeccién por VHC. Ding et al.
("pH-Sensitive Coiled-Coil Peptide-Cross-Linked Hyaluronic Acid Nanogels: Synthesis and Targeted Intracellular
Protein Delivery to CD44 Positive Cancer Cells", BIOMACROMOLECULES, vol. 19, n® 2, 12 de enero de 2018) disefio
nanogeles de acido hialurénico (HA-cNGs) reticulados con péptidos de hélice superenrollada y sensibles al pH y los
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testé para el suministro de proteina intracelular fijada como objetivo a células de cancer de mama MCF-7 que sobre-
expresan CD44. Yang et al. ("Molecular design of hyaluronic acid hydrogel networks for long-term controlled delivery
of human growth hormone", SOFT MATTER, vol. 7, n?2 3, 1 de enero de 2011} desarrollé una red de hidrogel de acido
hialurénico (HA) mediante la adicién de Michael entre HA metacrilado con aminoetilo y HA tiolado, que permitié la
liberacién controlada de la hormona del crecimiento humano (hGH).

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencion se define en el conjunto de reivindicaciones adjuntas. Para abordar los desafios analiticos de
determinar la carga del farmaco en un hidrogel de HA reticulado (xHA), p. €j., para permitir la determinacién de la carga
peptidica de un hidrogel de xHA, se descubrieron métodos novedosos que permiten una cuantificacién precisa de la
carga del farmaco (p. ej., la carga peptidica biopolimérica del profarmaco) medida como porcentaje de peso / peso.
Los métodos descritos en esta memoria son altamente selectivos para la determinacién de la carga de farmaco que
se pueden aplicar a cualquier molécula pequeia (p. ej., un polipéptido, un polinucleétido o similares) que se pueden
descomponer en componentes mas pequefios (p. €j., mediante digestién proteolitica, hidrélisis o similares), y se
pueden aplicar ampliamente para la determinacién de la carga de farmacos, p. ej., profarmacos que contienen
biopolimeros. Los métodos descritos en esta memoria son Utiles, por ejemplo, para controlar la administracién de dosis
del farmaco in vivo para el control de calidad de la carga del farmaco entre lotes de profarmaco durante la fabricacién.
Los métodos descritos en esta memoria permiten la produccion de farmacos, p. gj., farmacos peptidicos, que tienen
semividas incrementadas in vivo, p. ej., farmacos tales como farmacos peptidicos que tienen semividas que aumentan
de minutos a dias.

Los métodos descritos en esta memoria proporcionan una diversidad de ventajas con respecto a métodos anteriores
conocidos en la técnica, tales como métodos basados en RMN. Por ejemplo, los métodos basados en RMN tardan
mas y tienen un rendimiento inferior al de los métodos descritos en esta memoria. Los métodos basados en RMN
requieren miligramos de material, mientras que los métodos novedosos descritos en esta memoria requieren solo
nanogramos de material. Ademas, el intervalo dinamico de los métodos basados en RMN es menor que el de los
métodos novedosos descritos en esta memoria. Ademas, los métodos basados en RMN son mas susceptibles a la
interferencia por péptidos contaminantes que los métodos novedosos descritos en esta memoria.

En esta memoria se proporcionan métodos novedosos basados en el descubrimiento de que se puede utilizar una
doble digestién enzimatica seguida de cuantificaciéon del producto o productos de digestion para cuantificar con
precision la carga de farmaco (p. €j., la carga de farmacos peptidicos) en un hidrogel. En determinadas realizaciones
del método, un acido hialurénico reticulado-enlazador-péptido (xHA-L-P) se incuba con una enzima para digerir el
acido hialurénico reticulado. Posteriormente, se aplica una enzima proteolitica para digerir el péptido fijado y producir
productos de digestién proteolitica. Los productos de digestion proteolitica, que representan el péptido, se cuantifican
posteriormente.

En determinadas realizaciones ejemplares del método, un conjugado de acido hialurénico reticulado-enlazador-
péptido (xHA-L-P) se pesa y se suspende como un hidrogel en tampén. El hidrogel se degrada enzimaticamente a
acido hialurénico oligomérico-enlazador-péptido (oHA-L-P), que es soluble. Los oligémeros resultantes de oHA-L-P
estan presentes como una mezcla heterogénea, que consiste en acidos hialurénicos peptidicos, enlazadores y
oligoméricos de diferentes longitudes. Esta heterogeneidad de &cido hialurénico oligomérico es indeseable para la
cuantificacién basada en espectrometria de masas, pero se puede aplicar para un ensayo basado en UV o
fluorescencia menos especifico. Por consiguiente, para un ensayo de referencia basado en espectrometria de masas,
se introduce una segunda etapa de digestién endoproteolitica para digerir el farmaco peptidico y producir un producto
de digestién peptidica homogéneo (p. ej., el producto de digestion peptidica C-terminal de 19 aminoacidos
DFIEWLKAGGPSSGAPPPS-NH2 (Fig. 3)). A continuacion, el producto peptidico se puede detectar y cuantificar
utilizando ensayos tales como, p. gj., cromatografia de liquidos / espectrometria de masas de alta resolucién (LC/MS).

La presente invencion proporciona un método para determinar la cantidad de farmaco presente en una formulacion de
profarmaco de &cido hialurénico reticulado-enlazador-péptido (xHA-L-P). El método incluye las etapas de poner en
contacto una muestra de la formulacion del profarmaco de xHA-L-P con una hialuronoglucosidasa, p. €j., una
hialuronidasa (HAasa) o una liasa de hialuronato (HA), para generar un farmaco de acido hialurénico oligomérico-
enlazador-péptido (oHA-L-P), poniendo en contacto el oHA-L-P con una endoproteinasa para generar productos de
digestion peptidica del farmaco, y detectar los productos de digestién peptidica para determinar la cantidad del farmaco
presente en la formulacién del profarmaco xHA-L-P, en donde la endoproteinasa se selecciona del grupo que consiste
en Glu-C, Asp-N, Lys-C, Arg-C, tripsina y quimotripsina.

En determinadas realizaciones ejemplares, los productos de digestién peptidica son entre aproximadamente 2
aminodcidos y aproximadamente 100 aminoacidos de longitud, entre aproximadamente 3 aminoacidos y
aproximadamente 75 aminoacidos de longitud, son entre aproximadamente 4 aminoacidos y aproximadamente 50
aminoécidos de longitud, son entre aproximadamente 6 aminoacidos y aproximadamente 30 aminoacidos de longitud,
son entre aproximadamente 15 aminoacidos y aproximadamente 20 aminoacidos de longitud o son de
aproximadamente 19 aminoacidos de longitud. En determinadas realizaciones ejemplares, los productos de digestion
peptidica son de aproximadamente 1, aproximadamente 2 o aproximadamente 3 aminoacidos de longitud.
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En determinadas realizaciones ejemplares, la etapa de detectar los productos de digestién peptidica se realiza
mediante un método seleccionado del grupo que consiste en una o una combinacién de cromatografia de liquidos-
espectrometria de masas (LC-MS), cromatografia de liquidos espectrometria de masas en tandem (LC-MS-MS),
cromatografia de liquidos-espectrometria de masas de alta resolucién (LC-HRMS), absorbancia ultravioleta (UV) y
deteccién de fluorescencia.

En determinadas realizaciones ejemplares, la hialuronoglucosidasa es una HAasa seleccionada del grupo que consiste
en HAasa 1, HAasa 2, HAasa 3, HAasa 4, HAasa 5 y HAasa 6. En otras realizaciones ejemplares, la
hialuronoglucosidasa es HAasa 1 0 HAasa 2. En aln otras realizaciones ejemplares, la hialuronoglucosidasa es HAasa
2. En determinadas realizaciones ejemplares, la hialuronoglucosidasa es HA liasa EC 4.2.2.1.

En determinadas realizaciones ejemplares, la endoproteinasa es Asp-N.

En determinadas realizaciones ejemplares, el método comprende, ademas, el uso de un patrén interno. En
determinadas realizaciones ejemplares, el patrén interno comprende uno o mas is6topos pesados.

En determinadas realizaciones ejemplares, la cantidad de farmaco presente se determina utilizando una curva de
calibracién.

En determinadas realizaciones ejemplares, el xHA-L-P se pone en contacto con |a hialuronoglucosidasa en un ciclador
a presion. En determinadas realizaciones ejemplares, la presion en el ciclador de presién es mayor que la presion
atmosférica. En determinadas realizaciones ejemplares, la presiéon es de aproximadamente 5 KPSI (0,05 bares),
aproximadamente 10 KPSI (0,1 bares) o aproximadamente 15 KPSI (0,15 bares).

En determinadas realizaciones ejemplares, el oHA-L-P se pone en contacto con la segunda enzima en un ciclador a
presién. En determinadas realizaciones ejemplares, la presion en el ciclador de presién es mayor que la presién
atmosférica. En determinadas realizaciones ejemplares, la presion es de aproximadamente 35 KPSI (0,35 bares),
aproximadamente 40 KPSI (0,40 bares) o aproximadamente 45 KPS| (0,45 bares).

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Las anteriores y otras caracteristicas y ventajas de la presente invencidén se entenderan mejor a partir de la siguiente
descripcion detallada de realizaciones ejemplares tomadas junto con los dibujos adjuntos.

La FIG. 1 representa un soporte polimérico y un enlazador auto-escindible que libera lentamente un farmaco
peptidico activo (es decir, un agonista del receptor de GLP-1/GCC una vez al dia, SAR425899) de una forma
de profarmaco inactiva in vivo.

La FIG. 2 representa la complejidad y el tamafio de un agonista de GLP-1/GCG una vez a la semana (es
decir, SAR425899) que esta unido a un hidrogel de acido hialurénico reticulado de alto peso molecular a
través de enlazadores escindibles. D-serina es el aminoacido en la posiciéon 2 de SAR425899
(HISQGTFTSDLSKQK(yE-palmitato)ESKAAQ DFIEWLKAGGPSSGAPPPS-NH2).

La FIG. 3 representa esquematicamente la digestién de SAR425899 con la endoproteinasa Asp-N para
producir productos de digestion, incluyendo el péptido C-terminal utilizado para la cuantificacién. D-serina es
el aminoacido en la posicion 2 de SAR425899 (HASQGTFTSDLSKQK(YE-
palmitato)ESKAAQDFIEWLKAGGPSSGAPPPS-NH2). Las curvas de calibracién se generan utilizando un
péptido C-terminal sintético sin marcar correspondiente al producto de digestion proteolitica, y se emplea un
péptido C-terminal marcado con is6topos pesados como patrén interno. 20 a 40 pg de péptido se digirieron
con 1,20 a 0,4 pug de Asp-N (Sigma-Aldrich) (relacion 1:100) en bicarbonato de amonio 100 mM a 37 °C
durante la noche o utilizando un Bio ciclador a presién alternando entre la presion atmosférica y 40 KPSI
(0,40 bares), tiempos de ciclo 1 min, 37 °C, durante 1 hora.

La FIG. 4 muestra la digestion de xHA-L-P utilizando una hialuronoglucosidasa (hialuronidasa (HAasa))
seguida de digestion con AspN y posterior inactivacion. La hidrolisis se realiz6 a 37 °C durante 24 horas para
liberar cualquier péptido intacto unido. Se afiadié un patron interno (IS) antes del analisis LC/MS. AspN digirié
SAR425899 completamente en tampo6n en presencia de productos de digestién de HA. La relacién de péptido
intacto liberado con respecto al péptido C-terminal fue de 0,0006.

La FIG. 5 muestra que la digestién del profarmaco SAR425899 con Asp-N produce un producto de digestion
del péptido C-terminal detectable por cromatografia de liquidos/espectrometria de masas (LC/MS). El
profarmaco SAR425899 es xHA-enlazador-SAR425899; SAR425899 es HASQGTFTSDLSKQK(E-
palm)ESKAAQDFIEWLKAGGPSSGAPPPS-NH2. El producto de digestion peptidica C-terminal de la
digestién HA-enlazador-SAR425899 con Asp-N se pudo detectar mediante LC/MC, mostrando un rendimiento
modesto.
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La FIG. 6 representa esquematicamente la cuantificacién de una escision del profarmaco SAR425899. El
patrén interno (I1S) del péptido marcado se refiere a un péptido C-terminal marcado con '3C'*N-Lys. 200 pL
de péptido enlazador de HA 1 mg/mL se digirieron con 30 pL 100 U/mL de hialuronato liasa EC 4.2.2.1 (Sigma-
Aldrich} en bicarbonato de amonio 100 mM durante 24 horas a 37 °C. Posteriormente se realizé la digestion
con Asp-N.

Las FIG. 7A - FIG. 7F muestran que los productos de digestién de HA no produjeron efectos matriciales
importantes. La FIG. 7A muestra HA digerida con HAasa 1, con un producto de digestion con Asp-N C-
terminal afadido. La FIG. 7B muestra HA digerida con HAasa 2, con un producto de digestiéon con Asp-N C-
terminal afiadido. La FIG. 7C es un control que muestra SAR425899 intacto digerido con Asp-N en tampén.
La FIG. 7D muestra HA digerida con HAasa 1, con el péptido SAR425899 intacto afadido. A continuacién, se
realizé la digestion con Asp-N. La FIG. 7E muestra HA digerida con HAasa 2, con el péptido SAR425899
intacto afadido. A continuacién, se realizd la digestién con Asp-N. La FIG. 7F es un control que muestra
SAR425899 intacto digerido con Asp-N en tampén. Se observé el mismo nivel de intensidad del péptido C-
terminal para las dos digestiones de HAasa con péptido C-terminal y el control y para las dos digestiones de
HAasa aumentaron con SAR425899 y el control digerido con Asp-N.

Las FIG. 8A - FIG. 8B muestran que HAasa 2 produjo una digestién posterior mejorada con Asp-N en
comparacién con HAasa 1. La FIG 8A muestra HA-enlazador-SAR425899 digerido con HAasa 1, seguido de
digestién con Asp-N. La FIG. 8B muestra HA-enlazador-SAR425899 digerido con HAasa 2, seguido de
digestién con Asp-N. El producto de digestion con Asp-N C-terminal se muestra por los picos a 956,99 m/z.

Las FIG. 9A - FIG. 9B muestran la cuantificacion de los productos de digestion. La FIG. 9A muestra que se
observd una linearidad aceptable para la curva de péptido C-terminal estandar de 10 ng/mL a 10 ug/mL. La
FIG. 9B muestra una fragmentacién muy buena del péptido C-terminal derivado de la digestiéon con Asp-N, lo
que lo hace adecuado para métodos de monitorizacién de reaccién multiple (MRM, por sus siglas en inglés).

La FIG. 10 representa esquematicamente la evaluacién de la integridad de la digestién de HAasa/Asp-N. Se
detecta el péptido C-terminal, lo que indica el rendimiento del proceso. Se detecta el péptido intacto, lo que
indica la liberacién del péptido mediante hidrélisis posterior. Sélo se detect6é un 0,05 % de proteina intacta, lo
que indica un proceso de digestion previsto cercano al 100 % completo.

Las FIG. 11A - FIG. 11B muestran acido hialurénico reticulado (xHA) digerido con HAasa en matriz y xHA
digerido con HAasa en tampoén. La Fig. 11A representa los datos sin procesar. La FIG. 11B representa una
representacién grafica de curvas en matriz y curvas en tampén. Se observé una excelente linearidad. Las
pendientes de la curva se desviaron entre si en un 3,1 %. Por lo tanto, el efecto de la matriz era insignificante
y las curvas de tampén se podian aplicar para el analisis cuantitativo.

Las FIG. 12A - FIG. 12B representan que la intensidad estandar interna no mostr6é efecto de matriz. Se
obtuvieron resultados uniformes en curvas tampoén y curvas matriciales.

Las FIG. 13A - 13B muestran la cuantificacion por triplicado del péptido enlazador de HA. Se observd una
buena reproducibilidad (CV fue del 7,4 %). Con el factor de dilucién aplicado, se encontré que el porcentaje
de péptido total era del 18 %.

La FIG. 14 representa la carga del péptido (P) para tres lotes de xHA-L-P, en donde P es SAR425899. Se
observo una excelente linearidad sin efectos de matriz. Se observé una buena reproducibilidad de las réplicas
de proceso completas. Estos resultados fueron coherentes con los resultados obtenidos por RMN ortogonal.

La FIG. 15 representa resultados obtenidos utilizando condiciones de hidrélisis suaves, que dieron como
resultado un aumento significativo en la velocidad de digestién enzimatica. El enlazador-péptido previsto
como control para la liberacion hidrolitica del péptido mostré un alto nivel de impurezas de sintesis.

DESCRIPCION DETALLADA

La presente invencién se basa en el desarrollo de un método de cuantificacion novedoso para determinar la cantidad
de farmaco cargado en un polimero. De acuerdo con la presente invencion, el método comprende escindir acidos
hialurénicos (HAs) presentes en una muestra de farmaco acido hialurénico reticulado-enlazador-péptido (xHA-L-P)
para formar una mezcla heterogénea de farmaco acido hialurénico oligomérico-enlazador-péptido (oHA-L-P). A
continuacion, el oHA-L-P se digiere proteoliticamente para producir un producto de digestiéon peptidica homogéneo
que se puede detectar y cuantificar utilizando métodos bien conocidos en la técnica, tales como, p. ej., cromatografia
de ligquidos, espectrometria de masas, absorbancia UV, ensayos basados en fluorescencia y similares. También se
describen, pero no forman parte de la invencién, composiciones que comprenden xHA-L-P (p. €j., el profarmaco
SAR425899) en las que "P" es el farmaco peptidico SAR425899, "L" es un reticulador auto-escindible y "xHA" es acido
hialurénico reticulado (Fig. 2).
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Tal como se utiliza en esta memoria, el término "profarmaco” pretende referirse a un compuesto que se somete a
biotransformacién antes de exhibir sus efectos farmacolégicos. Por lo tanto, los profarmacos pueden considerarse
restos biolégicamente activos que contienen grupos protectores no téxicos especializados utilizados de manera
transitoria para alterar o para eliminar propiedades indeseables en la molécula precursora. Profarmacos tipicos pueden
ser un profarmaco unido al soporte que contiene un enlace temporal de una sustancia activa dada con un grupo de
soporte transitorio que produce propiedades fisico-quimicas o farmacocinéticas mejoradas y que se puede eliminar
facilmente in vivo, habitualmente mediante una escision hidrolitica; un profarmaco en cascada para el que la escisién
del grupo de soporte se vuelve eficaz sélo después de desenmascarar un grupo activador.

Para potenciar las propiedades fisico-quimicas o farmacocinéticas de un farmaco tal como SAR425899 in vivo, dicho
farmaco puede conjugarse con un soporte (p. ej., xHA). Si el farmaco esta unido transitoriamente a un soporte y/o un
enlazador, dichos sistemas se asignan comUnmente como profarmacos unidos al soporte. De acuerdo con las
definiciones proporcionadas por la IUPAC, un profarmaco enlazado al soporte es un profarmaco que contiene un
enlace temporal de una sustancia activa dada con un grupo de soporte transitorio que produce propiedades fisico-
quimicas o farmacocinéticas mejoradas y que se puede eliminar facilmente in vivo, habitualmente mediante una
escision hidrolitica.

Los enlazadores empleados en profarmacos unidos al soporte descritos en esta memoria pueden ser cualquier
enlazador escindible conocido o enlazador no escindible, p. gj., enlazadores labiles enzimaticos (p. ej., enlazadores
escindibles por &cido, enlazadores reducibles (p. ej., enlazadores disulfuro)}, enlazadores B-glucurénido, y similares),
enlazadores fotoescindibles, enlazadores tioéter, enlazadores maleimidocaproilo, enlazadores peptidicos (p. €j.,
enlazadores dipeptidicos), reticuladores y similares. Enlazadores adecuados estan disponibles comercialmente de una
diversidad de proveedores, tales como, p. gj., Sigma-Aldrich, Millipore Sigma, Creative Biolabs y similares.

Los enlazadores empleados en profarmacos enlazados al soporte descritos en esta memoria pueden ser transitorios
(p. €j., auto-escindibles), lo que significa que son no enzimaticamente, hidroliticamente degradables (escindibles) en
condiciones fisiolégicas con semividas que varian de, por ejemplo, una hora a tres meses.

Tal como se utiliza en esta memoria, "condiciones fisiolégicas" se refieren a la temperatura, pH y similares con respecto
a un entorno particular del cuerpo en donde se pretende que se libere un farmaco. Por ejemplo, la liberacién en plasma
se produciria a un pH de entre 7,35 y 7,45 a una temperatura de aproximadamente 37 °C (p. €j., entre
aproximadamente 36 °C y aproximadamente 38 °C), y la liberaciéon en un lisosoma se produciria a un pH de entre
aproximadamente 6,5 y aproximadamente 4,5 a una temperatura de aproximadamente 37 °C.

Un farmaco (p. ej., un farmaco peptidico) puede enlazarse transitoriamente a un soporte de hidrogel a través de un
enlazador auto-escindible, p. ej., un soporte de hidrogel xHA. Las expresiones "profarmaco hidrogel" y "profarmaco
unido a hidrogel" se refieren a profarmacos de agentes bioldgicamente activos enlazados transitoriamente a un
hidrogel y se utilizan de manera sinénima.

El término "farmaco» y las expresiones "farmaco peptidico”, "molécula biolégicamente activa", "fraccién
biolégicamente activa", "agente bioldgicamente activo" y similares, se refieren a cualquier sustancia que pueda afectar
a cualesquiera propiedades fisicas o bioquimicas de un organismo biolégico, incluyendo, pero no limitados a virus,
bacterias, hongos, plantas, animales y seres humanos. En particular, tal como se utiliza en esta memoria, las moléculas
biolégicamente activas incluyen cualquier sustancia destinada al diagnéstico, cura, mitigacién, tratamiento o
prevencién de enfermedades en seres humanos u otros animales, o para potenciar de otro modo el bienestar fisico o
mental de seres humanos o animales. En determinadas realizaciones ejemplares, el término "farmaco» y las
" " " " " "

expresiones "molécula biolégicamente activa", "resto bioldgicamente activo”, "agente biolégicamente activo”, "agente
activo" y similares se refieren a un farmaco peptidico tal como, p. ej., SAR425899.

Una "forma libre" de un farmaco se refiere a un farmaco (p. ej., SAR425899) en su forma farmacolégicamente activa
no modificada, tal como después de ser liberado de un profarmaco conjugado de hidrogel (p. €j., profarmaco
SAR425899).

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresién "agente terapéutico anticanceroso” o "agente anticanceroso" se
refiere a una molécula que es perjudicial para el crecimiento y/o la proliferacién de células neoplasicas o tumorales o
cancerosas y puede actuar para reducir, inhibir o destruir la neoplasia maligna.

Tal como se utiliza en esta memoria, el término "citostatico" se refiere a una molécula que inhibe el crecimiento y la
multiplicacién celular.

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion "nucledsido citotdéxico" se refiere a una nucleobase o analogo de
nucleésido que ejerce efectos citotéxicos imitando nucleésidos endbégenos.

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion "agente de union a tubulina” se refiere a una molécula que se asocia
directamente con el sistema de tubulina.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3029282 T3

Tal como se utiliza en esta memoria, el término "hormona" se refiere a cualquier miembro de una clase de moléculas
de sefializacién que son producidas por glandulas en organismos multicelulares y que son transportadas por el sistema
circulatorio para fijar como objetivo érganos distantes para regular la fisiologia y/o el comportamiento. Un "antagonista
hormonal” es un tipo especifico de antagonista del receptor que actla sobre los receptores hormonales.

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion "agente anti-angiogénesis" se refiere a una molécula que inhibe el
proceso fisiolégico de la angiogénesis, a través del cual se forman nuevos vasos sanguineos a partir de vasos pre-
existentes.

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresién "inhibidor enzimatico” se refiere a una molécula que inhibe la funcién
de una enzima particular.

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion "regulador génico” se refiere a una molécula que puede influir positiva
0 negativamente en la transcripcion de un gen.

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion "agente citotdxico", se refiere a una sustancia que inhibe o previene
la funcién de las células y/o provoca la destruccién de las células. La expresion "agente citotéxico" pretende incluir
agentes quimioterapéuticos, enzimas, antibiticos y toxinas, tales como toxinas de molécula pequefia o toxinas
enzimaticamente activas de origen bacteriano, fungico, vegetal o animal, incluyendo fragmentos y/o variantes de los
mismos, Yy los diversos agentes antitumorales o anticancer descritos mas adelante. En algunos casos, el agente
citotéxico es un taxoide, una vincas, un maitansinoide o analogo de maitansinoide tal como DM1 o DM4, un farmaco
pequefio, un derivado de leptomicina, un analogo de auristatina o dolastatina, un profarmaco, inhibidores de la
topoisomerasa I, un agente alquilante del ADN, un agente anti-tubulina, un CC-1065 o analogo de CC-1065.

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion "soporte farmacéuticamente aceptable" se refiere a todos y cada
uno de los disolventes, medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, y similares que
son fisioldgicamente compatibles. Ejemplos de soportes, diluyentes y/o excipientes adecuados incluyen uno o mas de
agua, aminoacidos, solucién salina, solucién salina tamponada con fosfato, fosfato tamponado, acetato, citrato,
succinato; aminoacidos y derivados tales como histidina, arginina, glicina, prolina, dlicina; sales inorganicas NaCl,
cloruro de calcio; azucares o polialcoholes, tales como dextrosa, glicerol, etanol, sacarosa, trehalosa, manitol;
tensioactivos, tales como polisorbato 80, polisorbato 20, poloxamero 188; y similares, asi como una combinacién de
los mismos. En muchos casos, sera adecuado incluir agentes isotonicos, tales como azlcares, polialcoholes o cloruro
de sodio en la composicion, y la formulacion también puede contener un antioxidante tal como triptamina y un agente
estabilizante tal como Tween 20.

Tal como se utilizan en esta memoria, la expresién "acido hialurénico» y los términos "HA" e "hialuronano” se utilizan
indistintamente, y se refieren a un polisacarido lineal no sulfato compuesto por unidades disacaridas repetitivas de
acido d-glucurénico y N-acetil-d-glucosamina enlazados por enlaces glicosidicos B-1-3 y B-1-4 (p. €j., —4)-B-d-GlcpA-
(1—3)-B-d-GlcpNAc-(1—). El HA se produce con diferentes pesos moleculares. El HA de alto peso molecular
(HMWHA) es mayor que aproximadamente 1 x 10® Da y el HA de bajo peso molecular (LMWHA) es de
aproximadamente 0,8 a aproximadamente 8 x 10° Da. El HA oligomérico es tipicamente inferior a aproximadamente
6 x 103 Da.

HA esté& disponible comercialmente de proveedores tales como Sigma-Aldrich (St. Louis, MO}, Novozymes (Blair, NE)
y Stanford Chemicals (Lake Forest, CA). El HA aprobado por la FDA incluye, pero no se limita a Hyalovet (Boehringer
Ingelheim Vetmedica, aprobado para uso veterinario), Hylira (Hawthorn), Hylase (ECR), Hylartina V (Zoetis, aprobado
para uso veterinario), Hyvisc (Anika Therapeutics, aprobado para uso veterinario), Legend (Bayer Animal Health,
aprobado para uso veterinario), NexHA (Vetoquinol, aprobado para uso veterinario), Orthovisc (DePuy Mitek), ProVisc
(Alcon), Shellgell (Cytosol Opthalmics), Solesta (Salix), Supartz (Bioventus), Synacid (Intervet, aprobado para uso
veterinario), Healon5 (Abbott Medical Optics), Healon GV (Abbott), Healon Endocoat (Abbott Medical Optics), Healon
(Abbott), Euflexxa (Ferring Pharmaceuticals), Equron (Zoetis, aprobado para uso veterinario), Coease (Abbott Medical
Optics), Bionect (Cipher), Amvisc (Chiron), Synvisc (Genzyme), Gel-One (Zimmer Biomet) y Hyaglan (Fidia Pharma).

Para mejorar las propiedades mecanicas y prolongar la duracion de HA in vivo, se puede formar un hidrogel reticulando
covalentemente cadenas poliméricas de HA en una red tridimensional (véase, p. €j., Agerup, Berg y Akermark (2005)
BioDrugs 19:23; Edsman et al. (2011) Cartilage 2:384). Las propiedades mecénicas y fisicas de los hidrogeles HA
reticulados (xHA) dependen de los grados de modificacion y reticulacién (La Gatta, Schiraldi, Papa y De Rosa (2011)
Polymer Degradation and Stability 96:603;).

Tal como se utilizan en esta memoria, la expresién "agente de reticulacion" y el término "reticulador" pretenden cubrir
un agente quimico que podria reaccionar con acido hialurénico a través de al menos uno de los enlaces covalentes
y/o no covalentes. Ejemplos no limitantes de enlaces no covalentes incluyen enlaces iénicos, interacciones hidréfobas,
enlaces de hidrégeno y fuerzas de van der Waals (atracciones de dispersion, interacciones dipolo-dipolo e
interacciones inducidas por dipolo).
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El término "reticulado”, tal como se utiliza en esta memoria, pretende referirse a dos 0 mas cadenas poliméricas de
acido hialurénico que se han unido de forma covalente y/o no covalente a través de un agente de reticulacion. Una
reticulacion de este tipo se diferencia de la deshidratacién intermolecular o intramolecular que da como resultado la
formacién de lactona, anhidrido o éster dentro de una Unica cadena polimérica o entre dos 0 mas cadenas. Aunque,
se contempla que la reticulacién intramolecular también puede ocurrir en las composiciones como se describe en esta
memoria. Los agentes reticulantes contienen al menos dos grupos funcionales que crean enlaces covalentes y/o no
covalentes entre dos 0 mas moléculas (es decir, cadenas de &cido hialurénico). Los agentes de reticulacién pueden
comprender grupos funcionales complementarios a los del &cido hialurénico de modo que pueda proceder la
reticulacion.

La reticulacion fisica de HA se puede lograr utilizando una diversidad de pH, temperatura, condiciones de fuerza iénica
e interacciones fisico-quimicas, por ejemplo, interacciones hidréfobas, unién de hidrégeno, interacciéon de carga o
estereocomplejacién. En particular, se han examinado ampliamente los hidrogeles que responden a la temperatura
para diversas aplicaciones. Polimeros termogelizantes comunes que se utilizan con frecuencia para modificar el HA
para preparar hidrogeles de HA térmicamente sensibles incluyen poli(N-isopropilacrilamida) (PNIPAM), acido
plurénico, metilcelulosa y polietilenglicol (PEG).

Métodos de reticulacién de HA para formar hidrogeles incluyen, pero no se limitan a métodos que modifican grupos -
COOH, métodos que modifican grupos -OH, métodos que modifican grupos -NHCOCH3 y métodos de reticulacion
quimica que utilizan reticulacién de base de Schiff, acido dialdehido hialurénico (CHO-HA), modificaciones de tiol,
reacciones Diels-Alder y enlace mediado por enzimas.

Métodos de reticulacién de hidrogeles de HA se describen en Kenne et al. (2013) Carb. Polymers 91:410; y
Khunmanee, Supra; Hoare TR, Kohane DS. Hydrogels in drug delivery: progress and challenges. Polymer 2008; 49(8):
1993-2007; Gupta D, Tator CH, Shoichet MS. Mezcla inyectable de gelificacién rapida de hialuronano y metilcelulosa
para la administracién intratecal localizada a la médula espinal lesionada. Biomaterials 2006; 27(11): 2370-2379; Fang,
J-Y, Chen, J-P, Leu, Y-L. Temperature-sensitive hydrogels composed of chitosan and hyaluronic acid as injectable
carriers for drug delivery. Eur J Pharm Biopharm 2008; 68(3): 626-636; y Ha DI, Lee SB, Chong MS, et al. Preparation
of thermo-responsive and injectable hydrogels based on hyaluronic acid and poly(N-isopropylacrylamide) and their
drug release behaviors. Macromol. Res. 2006; 14(1): 87-93.

El HA reticulado esta disponible comercialmente de proveedores tales como Sigma-Aldrich (St. Louis, MO) y Stanford
Chemicals (Lake Forest, CA).

Tal como se utiliza en esta memoria, se pretende que el término "hidrogel" se refiera a una red polimérica
tridimensional, hidréfila o anfifilica capaz de absorber grandes cantidades de agua. Las redes estan compuestas por
homopolimeros o copolimeros, son insolubles debido a la presencia de reticulaciones quimicas o fisicas covalentes
(interacciones iénicas, hidréfobas, enmarafiamientos). Las reticulaciones proporcionan la estructura de la red y la
integridad fisica. Los hidrogeles exhiben una compatibilidad termodinamica con el agua que les permite hincharse en
medios acuosos. Las cadenas de la red estan conectadas de tal manera que existen poros y que una fraccién
sustancial de estos poros tienen dimensiones comprendidas entre 1 nm y 1000 nm.

Los métodos descritos en esta memoria utilizan una o mas hialuronoglucosidasas, p. €j., hialuronidasas (HAasas) para
escindir xHA, p. ej., para escindir xHA presente en xHA-L-P para formar oHA-L-P. En determinadas realizaciones
ejemplares, se utiliza una combinacién de dos, tres, cuatro, cinco o mas HAasas para escindir xHA. En otras
realizaciones, se utiliza una Unica HAasa para escindir xHA.

Tal como se utiliza en esta memoria, "hialuronidasa" se refiere a una hialuronoglucosidasa que escinde los enlaces (1-
>4) (EC 3,2.1,35) o los enlaces (1->3) (EC 3,2.1,36) entre N-acetilglucosamina y glucuronato con el fin de catalizar la
degradacion de HA.

Existen tres clases generales de hialuronidasas: 1. Hialuronidasas de tipo mamifero, (EC 3,2.1,35) que son endo-beta-
N-acetilhexosaminidasas con tetrasacaridos y hexasacaridos como los principales productos finales. Tienen
actividades tanto hidroliticas como trans glucosidasa, y pueden degradar sulfatos de hialuronano y condroitina (CS),
especificamente C4-S y C6-S; 2. Las hialuronidasas bacterianas (EC 4,2.99.1) degradan el hialuronano y, y en
diferentes grados, CS y DS. Son endo-beta-N-acetilhexosaminidasas que operan mediante una reaccién de
eliminacion beta que produce principalmente productos finales de disacarido; y 3. Las hialuronidasas (EC 3,2.1,36) de
sanguijuelas, otros parasitos y crustaceos son endo-beta-glucuronidasas que generan productos finales de
tetrasacaridos y hexasacaridos a través de la hidrolisis del enlace beta 1-3.

Las hialuronidasas de mamifero se pueden dividir adicionalmente en dos grupos: enzimas activas neutras y enzimas
activas acidas. Existen seis genes similares a hialuronidasa en el genoma humano, HYAL1, HYAL2, HYAL3 HYAL4,
HYALP1 y PH20/SPAM1. HYALP1 es un pseudogen, y no se ha demostrado que HYAL3 posea actividad enzimatica
hacia sustrato conocido alguno. HYAL4 es una condroitinasa y carece de actividad hacia el hialuronano. HYAL1
(también conocido como LUCA1, MPS9 y NAT6) es la enzima acido-activa prototipica y PH20 es la enzima neutra-
activa prototipica. Las hialuronidasas activas acidas, tales como HYAL1 y HYAL2, carecen de actividad catalitica a pH
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neutro. Por ejemplo, HYAL1 no tiene actividad catalitica in vitro sobre el pH 4,5 (Frost et al. (1997) Anal. Biochemistry).
HYALZ2 es una enzima activa acida con una actividad especifica muy baja in vitro.

HYALS es una HAasa descubierta originalmente en ratones que se encuentra en el plasma y las membranas
acrosémicas de espermatozoides inalterados en acrosoma gue se libera durante la reaccién acrosoma. HYAL6 es una
HAasa que también se descubrié en ratones.

Las HAasas de grado quimico estan disponibles comercialmente de proveedores tales como Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO), Millipore Sigma (Burlington, MA) y Calzyme Laboratories (San Luis Obispo, CA). Las HAasas aprobadas por la
FDA incluyen, pero no se limitan a anfadasa (hialuronidasa bovina; nueva solicitud de farmaco (NDA) N° 021665;
Amphastar Pharmaceuticals), hidasa (hialuronidasa bovina; NDA N°® 021716; Akorn Inc.), Hylenex (hialuronidasa
humana recombinante; NDA N° 021859; Halozyme); Vitrase (hialuronidasa ovina; NDA N° 021640; Bausch and Lomb)
y Wydase (hialuronidasa bovina; NDA N° 006343; Baxter Healthcare).

HAasas adecuadas adicionales para uso en esta memoria se describen en: worldwide web site: brenda-
enzymes.org/enzyme.php?ecno=3.2.1.35; Karl Meyer y Maurice M. Capitulo de informe sobre "Hyaluronidases"
Advances in Enzymology - and Related Areas of Molecular Biology pp. 199-236 vol. 13
(doi.org/10.1002/9780470122587.chB); Stern y Jedrzejas Chem. Rev. 2006, 106, 818-839 Hyaluronidases: Their
Genomics, Structures, and Mechanisms of Action; Stern y Jedrzejas, Chem. Rev. 2008, 108, 5061-5085; Yoshida et al
(2013) "KIAA1199, A deafness gene of unknown function, is a new hyaluronan binding protein involved in hyaluronan
depolymerization. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 110, 5612-5617; Nagaoka et al. 2015 Regulation of Hyaluronan (HA)
Metabolism Mediated by HYBID, doi: 10.1074/jbc.M115.673566 publicado originalmente en linea el 30 de octubre de
2015; Yoshino et al. 2018 Biochemical and Biophysical Research Communications Volumen 505, Edicion 1, 20 de
octubre de 2018; Yamaguchi et al. 2019 (Matrix Biol. (2019) 78-79, 139-146 "TMEMZ2: A missing link in hyaluronan
catabolism identified?".

"Hialuronidasa liasa", "hialuronato liasa", "HA liasa", "EC 4,2.2,1" o "HA liasa 4,2.2,1" se refieren a una
hialuronoglucosidasa (es decir, una liasa de carbono-oxigeno bacteriana) que escinde las cadenas de hialuronano en
un enlace beta-D-GalNAc-(1->4)-beta-D-GIcA, digiriendo en dltima instancia el polisacarido a 3-(4-deoxi-beta-D-gluc-
4-enuronosil)-N-acetil-D-glucosamina. Las hialuronato liasas se pueden aislar de bacterias y Streptomyces, y difieren
de las hialuronidasas de otras fuentes por su modo de accion, ya que catalizan una reaccion de eliminacién, en lugar
de hidrélisis, del enlace beta 1,4-glicosidico entre los residuos de N-acetil-beta-D-glucosamina y acido D-glucurénico.

El método de la invencion utiliza una o mas endoproteinasas seleccionadas del grupo que consiste en Glu-C, Asp-N,
Lys-C, Arg-C, tripsina y quimotripsina para escindir un farmaco peptidico presente como un farmaco libre o0 un
profarmaco, p. ej., como SAR425899 libre o como profarmaco SAR425899, con el fin de generar un producto de
digestién peptidico del farmaco o profarmaco. Los criterios utilizados para elegir una endoproteinasa adecuada fueron
los siguientes: 1) generar el menor numero posible de fragmentos altamente especificos; 2) generar un fragmento C-
terminal que no contenga glutamato-palmitato enlazado a lisina; y 3) utilizar enzimas comunes disponibles
comercialmente.

En determinadas realizaciones ejemplares, la endoproteinasa Asp-N se utiliza en los métodos descritos en esta
memoria. Las endoproteinasas estan disponibles comercialmente de compaifiias tales como Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO), New England Biolabs (Ipswich, MA), Thermo Scientific (Lenexa, KS) y Promega (Fitchburg, WI).

En determinadas realizaciones, se puede utilizar un ciclador de presién para mejorar (p. €j., disminuir) el tiempo de
digestién de xHA y/u oHA. En determinadas realizaciones, la digestién de xHA y/u oHA se puede realizar en un ciclador
de presion bajo presion de ciclo que varia entre aproximadamente 5 KPSI (0,05 bares) y aproximadamente 80 KPSI
(0,80 bares), p. €j., a aproximadamente 5 KPS| (0,05 bares), aproximadamente 10 KPS| (0,10 bares),
aproximadamente 15 KPSI (0,15 bares), aproximadamente 20 KPSI (0,20 bares), aproximadamente 25 KPS| (0,25
bares), aproximadamente 30 KPSI (0,30 bares), aproximadamente 35 KPSI (0,35 bares), aproximadamente 40 KPSI
(0,40 bares), aproximadamente 45 KPSI (0,45 bares), aproximadamente 50 KPS| (0,50 bares), aproximadamente 55
KPSI (0,55 bares), aproximadamente 60 KPSI (0,60 bares), aproximadamente 65 KPSI (0,65 bares), aproximadamente
70 KPSI (0,70 bares), aproximadamente 75 KPSI (0,75 bares) o aproximadamente 80 KPSI (0,80 bares).

En determinadas realizaciones, se utiliza un ciclador de presién con una o mas hialuronoglucosidasas (p. gj., HAasas)
para digerir xHA a una presién inferior a aproximadamente 50 KPSI (0,50 bares), inferior a aproximadamente 40 KPSI
(0,40 bares), inferior a aproximadamente 30 KPSI (0,30 bares) o inferior a aproximadamente 20 KPSI (0,20 bares). En
determinadas realizaciones, se utiliza un ciclador de presién con una o0 mas hialuronoglucosidasas (p. €j., HAasas)
para digerir xHA a una presién de aproximadamente 5 KPSI (0,05 bares), aproximadamente 10 KPSI (0,10 bares) o
aproximadamente 15 KPSI (0,15 bares). En determinadas realizaciones, se utiliza un ciclador de presién con una o
més hialuronoglucosidasas (p. ej., HAasas) para digerir XHA a una presién de aproximadamente 10 KPSI (0,10 bares).

En determinadas realizaciones, se utiliza un ciclador de presién con una o mas enzimas (p. gj., Glu-C, Asp-N, Lys-C,

Arg-C, tripsina, o quimotripsina) para digerir el péptido a una presién inferior a aproximadamente 80 KPSI (0,80 bares),
inferior a aproximadamente 70 KPSI (0,70 bares), inferior a aproximadamente 60 KPS| (0,60 bares) o inferior a

9



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 3029282 T3

aproximadamente 500 KPS| (5 bares). En determinadas realizaciones, se utiliza un ciclador de presiéon con una o mas
enzimas (p. €j., Glu-C, Asp-N, Lys-C, Arg-C, tripsina, o quimotripsina) para digerir el péptido a una presion de
aproximadamente 35 KPSI (0,35 bares), aproximadamente 40 KPSI (0,40 bares) o aproximadamente 45 KPSI (0,45
bares). En determinadas realizaciones, se utiliza un ciclador de presién con una o0 mas enzimas (p. ej., Glu-C, Asp-N,
Lys-C, Arg-C, tripsina, o quimotripsina) para digerir el péptido a una presién de aproximadamente 40 KPSI (0,40 bares).

En determinadas realizaciones, un ciclador de presién reduce el tiempo de digestién del péptido, xHA y/u oHA en al
menos aproximadamente una hora, aproximadamente dos horas, aproximadamente tres horas, aproximadamente
cuatro horas, aproximadamente cinco horas, aproximadamente seis horas, aproximadamente siete horas,
aproximadamente ocho horas, aproximadamente nueve horas, aproximadamente diez horas, aproximadamente once
horas, aproximadamente doce horas, aproximadamente trece horas, aproximadamente catorce horas,
aproximadamente quince horas, aproximadamente dieciséis horas, aproximadamente diecisiete horas,
aproximadamente dieciocho horas, aproximadamente diecinueve horas, aproximadamente veinte horas,
aproximadamente veintiuna horas, aproximadamente veintidés horas, aproximadamente veintitrés horas,
aproximadamente veinticuatro horas 0 mas en comparacion con la digestion en condiciones no presurizadas.

Tal como se utiliza en esta memoria, un "producto de digestién peptidica" se refiere a cualquier parte o porcién de un
farmaco peptidico (p. €j., un farmaco libre o un profarmaco) que es generado por una enzima y es mas pequefio que
el farmaco peptidico intacto. En determinadas realizaciones ejemplares, un producto de digestion peptidica tiene
menos de 50 aminoacidos de longitud, p. ej., entre aproximadamente 2 y aproximadamente 100 aminoéacidos de
longitud, entre aproximadamente 3 y aproximadamente 75 aminoacidos de longitud, entre aproximadamente 2 y
aproximadamente 50 aminoacidos de longitud, entre aproximadamente 4 y aproximadamente 50 aminodacidos de
longitud, entre aproximadamente 5 y aproximadamente 40 aminoacidos de longitud, entre aproximadamente 6 y
aproximadamente 30 aminoacidos de longitud o entre aproximadamente 15 y aproximadamente 20 aminoacidos de
longitud o cualquier valor o subintervalo dentro de estos intervalos. En determinadas realizaciones ejemplares, un
producto de digestién peptidica es aproximadamente 1, aproximadamente 2, aproximadamente 3, aproximadamente
4, aproximadamente 5, aproximadamente 6, aproximadamente 7, aproximadamente 8, aproximadamente 9,
aproximadamente 10, aproximadamente 11, aproximadamente 12, aproximadamente 13, aproximadamente 14,
aproximadamente 15, aproximadamente 16, aproximadamente 17, aproximadamente 18, aproximadamente 19,
aproximadamente 20, aproximadamente 21, aproximadamente 22, aproximadamente 23, aproximadamente 24,
aproximadamente 25, aproximadamente 26, aproximadamente 27, aproximadamente 28, aproximadamente 29,
aproximadamente 30, aproximadamente 31, aproximadamente 32, aproximadamente 33, aproximadamente 34,
aproximadamente 35, aproximadamente 36, aproximadamente 37, aproximadamente 38, aproximadamente 39,
aproximadamente 40, aproximadamente 41, aproximadamente 42, aproximadamente 43, aproximadamente 44,
aproximadamente 45, aproximadamente 46, aproximadamente 47, aproximadamente 48, aproximadamente 49,
aproximadamente 50, aproximadamente 51, aproximadamente 52, aproximadamente 53, aproximadamente 54,
aproximadamente 55, aproximadamente 56, aproximadamente 57, aproximadamente 58, aproximadamente 59,
aproximadamente 60, aproximadamente 61, aproximadamente 61, aproximadamente 63, aproximadamente 64,
aproximadamente 65, aproximadamente 66, aproximadamente 67, aproximadamente 68, aproximadamente 69,
aproximadamente 70, aproximadamente 71, aproximadamente 72, aproximadamente 73, aproximadamente 74,
aproximadamente 75, aproximadamente 76, aproximadamente 77, aproximadamente 78, aproximadamente 79,
aproximadamente 80, aproximadamente 81, aproximadamente 82, aproximadamente 83, aproximadamente 84,
aproximadamente 85, aproximadamente 86, aproximadamente 87, aproximadamente 88, aproximadamente 89,
aproximadamente 90, aproximadamente 91, aproximadamente 92, aproximadamente 93, aproximadamente 94,
aproximadamente 95, aproximadamente 96, aproximadamente 97, aproximadamente 98, aproximadamente 99 o
aproximadamente 100 aminoacidos de longitud.

En realizaciones particulares, un producto de digestién peptidica es de aproximadamente 19 aminoacidos de longitud.
En otras realizaciones particulares, un producto de digestién peptidica es de aproximadamente 1, aproximadamente
2 o aproximadamente 3 aminoacidos de longitud. En aln otras realizaciones particulares, un producto de digestion
peptidica es de una longitud de entre aproximadamente 4 y aproximadamente 50 aminoacidos. En todavia otras
realizaciones particulares, un producto de digestion peptidica es de una longitud de entre aproximadamente 15 y
aproximadamente 20 aminoacidos.

En determinadas realizaciones ejemplares, un producto de digestién peptidica se detecta utilizando un método de
identificacién de péptidos, tal como cromatografia de liquidos-espectrometria de masas (LC-MS), cromatografia de
liquidos-espectrometria de masas en tandem (LC-MS-MS), cromatografia de liquidos-espectrometria de masas de
alto rendimiento (LC-HRMS), nano-LC-MS-MS, cromatografia de liquidos-espectrometria de masas en tandem de alto
rendimiento MS (HPLC-MS-MS), nanoHPLC-MS-MS, tandem de ultra-rendimiento MS (UPLC-MS-MS), nanoUPLC-
MS-MS, tandem de ultra-alto-rendimiento MS (UHPLC-MS-MS), nanoUHPLC-MS-MS, espectrometria ultravioleta
(UV), espectrometria de fluorescencia o similares.

En ciertas realizaciones ejemplares, los métodos descritos aqui utilizan un procedimiento de separacién tal como un
método de cromatografia, por ejemplo cromatografia de liquidos. De acuerdo con una realizacion, la deteccién de
productos de digestién peptidica se realiza mediante: (i} cromatografia de liquidos de alto rendimiento ("HPLC"), (ii)
intercambio aniodnico, (iii) cromatografia de intercambio aniénico; (iv) intercambio de cationes; (v) cromatografia de
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intercambio catiénico; (vi) cromatografia de fase inversa de pares de iones; (vii) cromatografia; (viii) electroforesis
unidimensional, (ix) electroforesis multidimensional; (x) exclusién por tamafio; (xi) afinidad; (xii) cromatografia de fase
inversa; (xiii) cromatografia de electroforesis capilar ("CEC"); (xiv) electroforesis; (xv) separacidn por movilidad ionica;
(xvi) separacién o espectrometria de movilidad iénica asimétrica de campo ("FAIMS"); (xvii) electroforesis capilar; y
(xviii) cromatografia de fluidos supercriticos.

La cantidad de productos de digestidn peptidica se puede determinar mediante la medicién de transiciones de
monitorizacién de reaccién multiple (MRM) que consisten en el ion precursor del péptido, uno o mas iones de fragmento
y un tiempo de retencion. Esta medicién se lleva a cabo, por ejemplo, en un instrumento de triple cuadrupolo. La firma
también se puede obtener mediante una combinacion de tiempo de retencién y analisis espectrométrico de masas de
alta resolucion preciso del péptido intacto. Estos métodos de cuantificacién normalmente requieren un patrén interno
marcado y una curva de calibracién de péptidos sintéticos externos.

En determinadas realizaciones ejemplares, se utilizan patrones internos que incluyen un péptido marcado
correspondiente a un farmaco peptidico, p. ej., un péptido C-terminal marcado correspondiente al producto de digestion
con Asp-N C-terminal de SAR425899. Los patrones internos tienen tipicamente una secuencia peptidica conocida y
se proporcionan en una cantidad conocida. En algunas realizaciones, los patrones estan marcados, tal como con uno
0 mas isbtopos pesados, p. €j., '°C o °N.

Los métodos de perfilado de productos de digestion peptidica descritos en esta memoria son Utiles para medir la
cantidad de farmaco presente en una formulacién de profarmaco de hidrogel. Los métodos descritos en esta memoria
también son (tiles para realizar evaluaciones de reproducibilidad de lote a lote.

Tal como se utiliza en esta memoria, una "muestra" se refiere a cualquier composiciéon que contiene un farmaco
peptidico (p. ej., en una forma de profarmaco). Muestras ejemplares incluyen, pero no se limitan a composiciones
farmacéuticas, medios de disolucién o liberacién y similares. En determinadas realizaciones, una muestra es un
hidrogel. En otras realizaciones, una muestra es acuosa.

Una muestra para uso en los métodos de cuantificaciéon descritos en esta memoria puede ser una composicion
terapéutica, tal como una formulacién liquida para administracién oral, sublingual, mucosal, intradérmica, subcutanea,
intravenosa, intramuscular, parenteral, o por inhalacién.

En otras realizaciones, la muestra incluird un sustrato, tal como una nanoparticula, una capsula, una pelicula o un
comprimido, o un gel, tal como un hidrogel (p. gj., un hidrogel de xHA). Los métodos de cuantificacion descritos en
esta memoria son Utiles para cuantificar la cantidad de farmaco peptidico en el sustrato, tal como, p. €j., en una
nanoparticula o capsula, o en una pelicula o un hidrogel (por ejemplo, un hidrogel de xHA). La liberacién puede ser
desde el interior del sustrato, p. ej., una particula, o desde el exterior (p. ej., una superficie} de un sustrato. En una
realizacién, un perfil de liberacién se evalla llevando a cabo una liberacién completa del farmaco peptidico y después
evaluando la liberacién controlada, tal como durante un periodo de tiempo o en diferentes condiciones de cultivo o
solucion (p. gj., a diferentes temperaturas, pH, o similares). La cantidad de farmaco peptidico liberado en el ensayo de
liberacion controlada se resefia tipicamente como una fraccidon o un porcentaje en comparacion con la cantidad de
farmaco peptidico liberado en las condiciones de liberacién completa.

Como se usa aqui, "medio de disolucién”, "medios de disolucién”, "medio de liberaciéon" y "medios de liberaciéon" se
refieren a una composicién que se usa para proporcionar in vitro informacién de liberacién de farmacos. Los medios
de disolucién o liberacién son Utiles, por ejemplo, para los ensayos de control de calidad de una muestra para
determinar la liberacién y/o la estabilidad del farmaco peptidico en una muestra. Al escoger un medio de disolucién o
liberacion adecuado, es (til determinar el perfil diana analitico del farmaco peptidico (p. €j., liberacién retardada,
liberacion constante, liberacién prolongada, y similares) y/o el perfil de solubilidad del farmaco peptidico. Para una
revision de la seleccién de medios de disolucion, véase Martin y Gray (Verano 2011) Journal of Validation Technology.

Tal como se utiliza en esta memoria, "velocidad de liberacion” se refiere a la velocidad a la que un farmaco peptidico
fluye desde una formulacién de profarmaco de hidrogel y hacia un medio circundante en un ensayo de liberacién in
vitro. En una realizaciéon ejemplar, la composicién se prepara primero para el ensayo de liberaciéon suspendiendo la
composicién en el medio de liberacion in vitro apropiado. Esto se lleva a cabo generalmente intercambiando el tampén
después de la centrifugacion para peletizar el sustrato (p. €j., un hidrogel), y reconstituyendo el sustrato utilizando
condiciones suaves. En determinadas realizaciones, el ensayo se inicia colocando la muestra a 37 °C en un aparato
de temperatura controlada apropiado. Tipicamente, se retira una muestra en diversos momentos.

Habiendo descrito ahora determinadas realizaciones en detalle, las mismas se entenderan mas claramente por
referencia a los siguientes ejemplos, que se incluyen Unicamente con fines ilustrativos.

EJEMPLO I Cuantificacion del Farmaco Peptidico Presente en la Formulacion de Profarmaco

SAR425899 es un agonista del receptor dual que fija como objetivo los receptores de glucagén y GLP1. Debido al
aclaramiento rapido, se requiere una dosis una vez al dia. Para reducir la frecuencia de dosificacién, el candidato al
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farmaco peptidico SAR425899 una vez al dia (Fig- 1) se uni6é a un soporte polimérico (acido hialurénico reticulado
(xHA)) a través de un enlazador auto-escindible para proporcionar una liberacién lenta de un farmaco peptidico activo
del profarmaco inactivo (Fig. 2). El profarmaco SAR425899 comprende acido hialurénico reticulado (xHA) unido al
lipopéptido SAR425899 (P) a través de un enlazador auto-escindible (L).

Se requiere la determinacién de la carga peptidica de un hidrogel para la dosificacion y el control de calidad. El acido
hialurénico reticulado forma un hidrogel de miltiples millones de Dalton en un entorno acuoso. Mediciones UV simples
que tipicamente se aplican para la cuantificacién basica de péptidos en solucién no se pueden aplicar para hidrogeles,
ya que este analisis requiere que el hidrogel-enlazador-péptido esté completamente disuelto. Si bien el enlazador es
auto-escindible, la escisién completa en condiciones fisiolégicas es por disefio muy lenta y, por lo tanto, no adecuada
para métodos de cuantificacion analitica que requieren certeza de que se ha logrado una liberacién completa.

Para abordar este desafio analitico y permitir la determinacién de la carga peptidica, se desarrollé un método novedoso
que permite la cuantificacién precisa de la carga de farmaco peptidico en un profarmaco biopolimérico, medida como
porcentaje en peso/peso. El farmaco biopolimero-enlazador-péptido puede, en principio, aplicarse a cualquier farmaco
de molécula pequefia (p. ej., polipéptido, polinucleétido o similar) que pueda escindirse o hidrolizarse, y el método
puede aplicarse ampliamente para la determinacién de la carga de farmacos de profarmacos que contienen
biopolimeros.

El método se basa en una doble digestién enzimatica seguida de la cuantificacién de un producto de digestién que
representa el péptido. Inicialmente, el acido hialuronico reticulado-enlazador-péptido (xHA-L-P) se digiere con una
enzima que digiere el acido hialurénico reticulado. Posteriormente, se aplica una enzima proteolitica para digerir el
péptido fijado y producir productos de digestion proteolitica. Estos productos de digestion proteolitica, que representan
el péptido, se cuantifican posteriormente.

xHA-L-P se pesa y se disuelve parcialmente en forma de hidrogel en tampén. El hidrogel se degrada enzimaticamente
en una pluralidad de acido hialurénico oligomérico-enlazador-péptidos (oHA-L-P) que son solubles. Los oligémeros de
acido hialurénico resultantes de oHA-L-P es una mezcla heterogénea, que consiste en péptido, enlazador y oligémeros
de &cido hialurénico de diferentes longitudes. La heterogeneidad del acido hialurénico oligomérico es indeseable para
la cuantificacién, y por esta razén se introduce una segunda etapa de digestién enzimatica (p. ej., proteolitica), en que
el resto del farmaco peptidico se digiere para producir un producto homogéneo de digestioén del péptido C-terminal de
19 aminoécidos DFIE.....PPPS-NH: (Fig. 3). Este péptido C-terminal se detecta y cuantifica utilizando LC / HRMS.

La digestion del profarmaco usando Asp-N sin tratamiento previo con hialuronoglucosidasa produjo un bajo
rendimiento del péptido C-terminal, presumiblemente debido al obstaculo estérico de la actividad de Asp-N por el acido
hialurénico reticulado (Fig. 5). Se determiné que la hidrélisis del enlazador era poco practica como método de
liberacién de péptidos para la cuantificacion.

Se desarroll6 un método de digestion de HA. (Fig. 6.) Se utilizaron condiciones de digestién que eran adecuadas para
la digestion posterior de endoproteinasa (p. €j., Asp-N). Se analizaron varias enzimas (p. €j., HAasas) capaces de
digerir HA.

La digestion del acido hialurénico reticulado no interfirié con la digestién con Asp-N de SAR425899 libre (Fig. 7A - Fig.
7F), y se demostré que aumentaba significativamente el rendimiento posterior del producto de digestién peptidica C-
terminal de la digestion con Asp-N (Fig. 8A - Fig. 8B). De hecho, se determiné que la enzima proteolitica Asp-N
proporcioné una eficiencia de digestion cercana al 100 % para el péptido SAR425899.

Se demostré que Asp-N digiere SAR 425899 completamente en tampén y en presencia de productos de digestion de
HA (Fig. 4). La digestion se realiz6 por triplicado para HA-enlazador-péptido por parte de HAasa, seguido de digestion
con Asp-N e inactivacién. La hidrolisis posterior se realizé a 37 °C durante 24 horas para liberar cualquier péptido
intacto unido, y se afiadié un patrén interno (IS} antes del andlisis LC/MS. La relacion de péptido intacto liberado con
respecto al péptido C-terminal fue de 0,0006.

Se realizé una doble digestién por triplicado en HA-enlazador-péptido con HAasa durante 2 x 24 horas, seguida de
digestién con Asp-N e inactivacion. La hidrélisis posterior a 37 °C se realizé durante 24 horas para liberar cualquier
péptido intacto unido, y se afiadié un IS antes del andlisis LC/MS. No se observo péptido intacto.

La digestion se realiz6 por triplicado en HA-enlazador-péptido con HAasa durante 14 dias, seguido de la digestién con
Asp-N. No se observdé aumento en el péptido C-terminal en comparacién con la digestién durante 1 dia, pero se
observo que el isébmero del péptido C-terminal eluia ligeramente antes que el péptido C-terminal regular.

La LC/MS de los productos de reaccion se realizé de la siguiente manera. La muestra y los patrones se prepararon en
acetonitrilo (ACN) al 25 %, éacido férmico (FA) al 0,1 % para prevenir problemas de adsorcién observados. La
separacién se realizd en un sistema Accela 1250 LC equipado con una columna Luna Omega C18 100 x 2,1 mm, 100
A (parte n® O0OD-4742-AN) (S/N H16-168886) hecho funcionar a 50 °C.
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Fase movil A: acido formico al 0,1 % aq. Mo; Fase mavil B: ACN acido formico al 0,1 %; el caudal fue de 400 pL/min.
Gradiente del 5 % al 50 % de B en 7 min. 99 % de B se mantiene durante 30 s. equilibrar al 5 % de B durante 2,5 min.
También se habia empleado un gradiente que se iniciaba al 20 % de B y era factible.

El material eluido se introdujo en una Orbitrap ELITE utilizando una fuente HESI ESlestandar hecha funcionar en modo
de iones positivos. Se aplicé la resolucion Orbitrap de 60000 a m/z 400, intervalo m/z 350-1500.

Se determiné que todo el péptido se convirtié en productos de digestion sin que quedara péptido intacto alguno.

Tabla 1. xHA digerido con HAasa-1, péptido C-terminal (correspondiente al producto de digestién con Asp-N) afiadido,
analisis por LC/MS (exp. n° (#) 1); xHA digerido con HAasa-1, péptido de longitud completa afiadido, digestidon con
Asp-N, analisis por LC/MS (exp. n® 2); xHA digerido con HAasa-2, péptido C-terminal correspondiente a la digestién
con Asp-N afiadido, analisis por LC/MS (exp. n° 3); xHA digerido con HAasa-2, péptido de longitud completa afiadido,
digestién con Asp-N, analisis mediante LC/MS (exp. n° 4); control - péptido de longitud completa afiadido, digestion
con Asp-N, andlisis mediante LC/MS (exp n° 5); xHA-enlazador-péptido digerido con HAasa-1, luego digerido con Asp-
N, analisis mediante LC/MS (exp n°® 6); xHA-enlazador-péptido digerido con HAasa-2, luego digerido con Asp-N,
analisis mediante LC/MS (exp n® 7).

EHAasa enz 1

HAasa enz 2

Se demostr6 de varias maneras un alto rendimiento del péptido C-terminal después de la doble digestién secuencial.
(Fig. 10.) Se dejo proceder a la doble digestién, seguida de la inactivacién de todas las actividades enzimaticas
mediante ebullicion. Posteriormente, se realizé la liberacién de cualquier péptido intacto que pudiera permanecer fijado
a través de un enlazador al acido hialurénico permitiendo que la hidrélisis procediera a 37 °C. No se observaron
cantidades o s6lo cantidades muy pequefias de péptido intacto, lo que indica que la doble digestién dio como resultado
una digestion casi completa de todas las moléculas de farmaco peptidico. En un experimento separado, la liberacién
por hidrélisis durante 2 semanas seguida de digestién con Asp-N no produjo una mayor cantidad de péptido C-terminal
que el procedimiento de doble digestion. Como parte de la calificacién del método, se demostré analiticamente que el
lote de xHA-L-P obtenido tenia una carga peptidica del 18 %, consistente con los resultados obtenidos para varios
lotes que mostraban una carga de alrededor del 20 % (sin pretender estar ligado por la teoria cientifica, la cantidad
inferior del 20 % se atribuy6 a la captacién de agua del material liofilizado). Cuando el hidrogel liofilizado absorbe agua,
la cantidad resultante ponderada contiene un porcentaje inferior de péptido debido a la adiciéon de agua. Esto puede
llevar el porcentaje de péptido del 20 % al 18 %. El remedio es tener cuidado de que el material ponderado no esté
expuesto a condiciones de aire himedo.

El HA reticulado que no contenia péptido se digiri6é y se utilizé como una matriz. El producto de digestiéon (matriz) se
enrigquecié con péptido C-terminal sintético no marcado correspondiente al producto de digestion del péptido Asp-N C-
terminal de SAR 425899, y se genero6 una serie de dilucién. Se empleé un péptido C-terminal marcado con is6topos
pesados como patrén interno. La curva se comparo con la curva equivalente preparada en un 25 % de ACN y tamp6n
de acido férmico al 0,1 %.

Las curvas se analizaron mediante analisis LC/MS para determinar si las pendientes estaban dentro del 15 % entre
si, que es el criterio minimo para aceptar la curva de calibracién de tampén.

La cuantificacion de péptidos utilizando los métodos descritos en esta memoria fue reproducible. Se ponderaron tres
partes alicuotas del HA-enlazador-péptido y se digirieron con HAasa y Asp-N. Los productos de digestion se ajustaron
al 25 % de ACN y después se diluyeron 100 veces mas, seguido de una dilucién adicional de 2 veces mediante la
adicién de patrén interno pesado (HIS, por sus siglas en inglés). Se prepar6 una curva estandar de 10 puntos de 10
pg/mL a 20 ng/mL con etapas de dilucion doble. La curva se diluyé adicionalmente 2 veces mediante la adicién 1:1
vol:vol de H-IS.
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El método toler6 firmemente la matriz. (Fig. 7A - Fig. 7F.) Las curvas de calibracién de péptido C-terminal en tampén
mostraron la misma pendiente que las curvas de calibracion en la matriz extraida generadas por digestion de acido
hialurénico reticulado (xHA). (Figs. 9A, 9B, 11A, 11B, 12A, 12B, 13A y 13B.) También se determin6 que la matriz
generada por la digestién de xHA no interfirié con la eficiencia de la digestién con Asp-N.

Se testaron varias hialuronidasas comerciales y se determin6é que HAasa 2 era superior. Ademas, se demostr6 que el
péptido C-terminal produjo una serie de fragmentos casi completa cuando se sometié a fragmentacién inducida por
colision en fase gaseosa (CID, por sus siglas en inglés), y que estos fragmentos mostraron intensidades que son
adecuadas para el desarrollo de un método de cuantificacion de monitorizacion de reaccion multiple MRM (LC/MS
MRM) como una alternativa al método basado en espectrometria de masas de alta resolucién aplicado en el trabajo
inicial (cuantificacion por LC/HRMS).

Un requisito previo para la deteccién de UV o fluorescencia es que el analito sea soluble. xHA-L-P no es soluble. oHA-
L-P, por otro lado, es hidrosoluble y, por lo tanto, accesible para el analisis UV o de florescencia. Sin embargo, la
digestién requerida para producir oHA-L-P a partir de xHA-L-P introduce una hialuronoglucosidasa, p. €j., una
hialuronidasa o HA liasa, en la mezcla. La hialuronoglucosidasa, p. €j., hialuronidasa o HA liasa, es una proteina que
absorbe el UV. Por consiguiente, la hialuronoglucosidasa se eliminara después de la primera etapa de digestion
seguida de una deteccién UV directa. Este método seria incluso mas adecuado para un entorno de desarrollo /
fabricacion analitico regulado.

Se determiné la carga peptidica de tres lotes separados de xHA-L-P, en donde P es SAR425899 (Fig. 14). Se obtuvo
una linearidad excelente sin efectos de matriz. Se logré una buena reproducibilidad de las réplicas de proceso
completas y los resultados fueron coherentes con los resultados obtenidos utilizando la RMN ortogonal. Los métodos
descritos en esta memoria son ampliamente aplicables y se estan aplicando para ayudar a la optimizacién de la
formulacién. Los métodos descritos en esta memoria son susceptibles a escenarios de enlazadores tanto escindibles
como no escindibles utilizando una amplia gama de polimeros y farmacos peptidicos.

Sumario

Se desarrollé un método LC/MS para el analisis de HA-Enlazador-SAR425899, SAR425899 y fragmentos / productos
de digestién. Se demostro la escisién completa de SAR425899 con Asp-N para liberar el fragmento peptidico C-
terminal para la cuantificacién. Se demostrd la escision inicial por Asp-N de HA-Enlazador-SAR425899, pero la
digestion probablemente fue incompleta basandose en una respuesta modesta de LC/MS.

Se testaron varias HAasas, y la HA liasa (Sigma-Aldrich) EC 4.2.2.1 demostré un aumento significativo de los
rendimientos del producto de digestién con Asp-N. Se introdujeron péptidos C-terminales marcados con is6étopos y se
demostré el intervalo de linearidad después de que se resolviera el problema de adhesiéon. Se llevaron a cabo
experimentos que evaluaron la eficiencia de la digestién. El examen de la curva de matriz no mostré efecto de matriz
alguno y una buena alineacion de la curva de matriz frente a la curva de tampo6n con solo un 3 % de diferencia en la
pendiente. El pesaje, procesamiento y analisis por triplicado mostraron una buena reproducibilidad con un CV al 7,5
%.

Se descubrié que el péptido porcentual total en un lote de muestra era del 18 % (el contenido de agua de la muestra
se desconocia en particular después de multiples ciclos de congelacién-descongelacién (temperatura ambiente)).

EJEMPLO Il Ciclador de Presion para la Cuantificacion del Farmaco Peptidico Presente en la Formulacion de
Profarmaco

La cantidad de farmaco cargada en el profarmaco SAR425899 se determiné utilizando un nuevo proceso de ciclado
de presion mediante hidratacion y desnaturalizacion del profarmaco. Las reacciones de digestién testaron la digestion
de SAR425899 con AspN (se logro una reaccion del 100 % en una hora). Se identificaron condiciones que permitian
reducir el tiempo de digestion de xHA de 24 horas a 2 horas utilizando un ciclador a presion.

La HAasa parecia ser sensible a una presién muy alta. Por consiguiente, se aplicé una presién maxima de 10 KPSI
(0,1 bares) y se utilizé una concentracién enzimatica mas alta. En condiciones optimizadas, se observé una mayor
concentracion del producto de oHA-L-P para la digestién asistida por ciclador de presién de 2 horas.

16 muestras se ensayaron simultaneamente (50-150 puL/muestra). Se controlé la tasa de aumento/disminucién de la
presion. Se observd la forma del perfil de presién (seno / onda cuadrada, etc.). Las temperaturas de la muestra se
controlaron utilizando un calentador eléctrico incorporado. La presiéon maxima utilizada fue de 40 KPSI (0,4 bares). Un
ensayo tipico pasé de la presién atmosférica a 10-40 KPSI (0,1-0,4 bares) aplicado con un ciclo de 1 Hz, durante una
duraciéon de una hora de tiempo.

Se determiné que la digestion con AspN de oHA-L-P bajo un ciclo de presién de 40 KPSI (0,4 bares) de una vez por
minuto a 37 °C era tan eficaz como una digestion con AspN de 12 horas de oHA-L-P a 37 °C a presidén atmosférica.
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Todos los experimentos se llevaron a cabo utilizando un Barocicler de Pressure Biosciences (Modelo 2320EXT, South
Easton, MA).

Se determiné que la digestion con AspN utilizando un ciclo entre la presién de 40 KPSI (0,4 bares) y la presion
atmosférica con intervalos de 1 minuto durante 1 hora a 37 °C proporcioné la misma eficiencia de digestién que 12
horas a 37 °C bajo presién atmosférica. Del mismo modo, la HAasa (E.C. 4,2.2,1) se digiri6 utilizando un ciclo entre
una presion de 10 KPSI (0,1 bares) con un tiempo de ciclo de 1 minuto durante 2 horas produjo los resultados,
basandose en los oligdmeros observados, que la digestién de 24 horas a 37 °C bajo presion atmosférica.

En general, cada una de las nuevas enzimas se optimiza en términos de temperatura y presion, perfil de presion,
frecuencia y duracién de la presion aplicada.

Se analizaron la pureza de la muestra y la determinacién de las impurezas principales (Fig. 15). Se determiné la
liberacién del péptido intacto en condiciones de hidrélisis suave (4 °C, 14 dias o 37 °C, 24 horas). Ambos métodos de
liberacion produjeron material suficiente para el andlisis de impurezas mediante LC/MS, hasta un 0,01 % o menos. Se
demostr6 que la liberacién no produce impurezas.

Se analiz6é un control de enlazador-péptido a t=0 y en el tiempo de liberaciéon completo. Se observé un nivel elevado
de impurezas para el enlazador-péptido a t=0. Los analisis de impurezas se realizaron mediante el ensayo de LC/MS
de péptidos liberados.

Conclusiones Generales

La calificacién del método LC/MS se complet6é e implement6 con éxito. Se demostraron las condiciones de digestion
para producir una digestion completa de AspN. Se demostrd que la matriz no era un problema. Se demostré una buena
reproducibilidad y linearidad del método.

Los resultados obtenidos mediante LC/MS fueron coherentes con los resultados obtenidos mediante un método de
RMN ortogonal. Un método que utiliza un ciclador de presién de segunda generacién redujo significativamente el
tiempo total de analisis. El método se aplica tanto como método de referencia como para ayudar a los estudios de
optimizacién de la formulacion. Se ha establecido un método para la liberacién y el andlisis de impurezas, p. €j., se
han establecido condiciones de liberacion y se han detectado e identificado impurezas.
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REIVINDICACIONES

1. Un método para determinar la cantidad de farmaco presente en una formulacién de profarmaco acido hialurénico
reticulado-enlazador-péptido (xHA-L-P) que comprende:

poner en contacto una muestra de la formulacion del profarmaco xHA-L-P con una hialuronoglucosidasa para
generar un farmaco de acido hialurénico oligomérico-enlazador-péptido (oHA-L-P);

poner en contacto el oHA-L-P con una endoproteinasa para generar productos de digestion peptidica del
farmaco; y

detectar los productos de digestion peptidica para determinar la cantidad del farmaco presente en la
formulacién del profarmaco de xHA-L-P,

en el que la endoproteinasa se selecciona del grupo que consiste en Glu-C, Asp-N, Lys-C, Arg-C, tripsina y
quimotripsina.

2. El método de la reivindicacioén 1,

a) en donde los productos de digestibn peptidica tienen entre aproximadamente 2 aminoacidos y
aproximadamente 100 aminoacidos de longitud;

b) en donde los productos de digestibn peptidica tienen entre aproximadamente 3 aminoacidos y
aproximadamente 75 aminoacidos de longitud;

c) en donde los productos de digestion peptidica tienen entre aproximadamente 4 aminoacidos vy
aproximadamente 50 aminoacidos de longitud;

d) en donde los productos de digestion peptidica tienen entre aproximadamente 6 aminodcidos y
aproximadamente 30 aminoacidos de longitud;

e) en donde los productos de digestion peptidica tienen entre aproximadamente 15 aminoacidos y
aproximadamente 20 aminoacidos de longitud;

o}

fy en donde los productos de digestién peptidica tienen aproximadamente 1, aproximadamente 2,
aproximadamente 3, aproximadamente 19 aminoacidos o cualquier combinacion de estos de longitud.

3. El método de la reivindicacién 1, en el que la etapa de detectar los productos de digestion peptidica se realiza
mediante un método seleccionado del grupo que consiste en una o una combinacién de cromatografia de liquidos-
espectrometria de masas (LC-MS), cromatografia de liquidos espectrometria de masas en tandem (LC-MS-MS),
cromatografia de liquidos-espectrometria de masas de alta resolucién (LC-HRMS), absorbancia ultravioleta (UV) y
deteccién de fluorescencia.

4. El método de la reivindicacién 1, en el que la hialuronoglucosidasa es una hialuronidasa (HAasa) o hialuronato (HA)
liasa EC 4,2.2,1.

5. El método de la reivindicacion 4,

a) en el que la HAasa se selecciona del grupo que consiste en HAasa 1, HAasa 2, HAasa 3, HAasa 4, HAasa
5y HAasa 6;

b) en el que la HAasa es HAasa 1 o HAasa 2,

o}

c) en el que la HAasa es HAasa 2.

6. El método de la reivindicacién 1, en el que la endoproteinasa es Asp-N.

7. El método de la reivindicacién 1, que comprende, ademas, el uso de un patron interno.

8. El método de la reivindicacion 7, en el que el patron interno comprende uno o mas isétopos pesados.

9. El método de la reivindicacién 1, en el que la cantidad de farmaco presente se determina utilizando una curva de
calibracién.

10. El método de la reivindicacién 1, en el que el xHA-L-P se pone en contacto con la hialuronoglucosidasa en un
ciclador a presion.

11. El método de la reivindicacion 10, en el que la presion en el ciclador de presién es mayor que la presién atmosférica.

12. El método de la reivindicacién 11, en el que la presién es de aproximadamente 5 KPS| (0,05 bares),
aproximadamente 10 KPSI (0,10 bares) o aproximadamente 15 KPSI (0,15 bares).

13. El método de la reivindicacion 1, en el que el oHA-L-P esta en contacto con la segunda enzima en un ciclador a

presion.

16
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14. El método de la reivindicacién 13, en el que la presién en el ciclador de presién es mayor que la presién atmosférica.

15. El método de la reivindicacién 14, en el que la presién es de aproximadamente 35 KPSI (0,35 bares),
5 aproximadamente 40 KPSI (0,40 bares) o aproximadamente 45 KPSI (0,45 bares).
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