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DESCRIPCION
Formulaciones de VWF recombinante

Esta solicitud reivindica la prioridad de la solicitud provisional estadounidense n.° 61/017.418, presentada el 28 de
diciembre de 2007, y de la solicitud provisional estadounidense n.° 61/017.881, presentada el 31 de diciembre de
2007.

Campo de la invencion

En general, la invencion se refiere a formulaciones de VWF recombinante y a métodos para elaborar una composicion
que comprende VWF recombinante.

Antecedentes de la invencion

El factor de von Willebrand (VWF) es una glicoproteina que circula en el plasma como una serie de multimeros cuyo
tamafo oscila desde aproximadamente 500 hasta 20.000 kD. Las formas multiméricas del VWF se componen de
subunidades polipeptidicas de 250 kD unidas por enlaces disulfuro. EI VWF interviene en la adhesion inicial de las
plaquetas al subendotelio de la pared vascular dafiada. Sélo los multimeros mas grandes presentan actividad
hemostatica. Se supone que las células endoteliales secretan formas poliméricas grandes de VWF y que esas formas
de VWF que tienen un peso molecular bajo (VWF de bajo peso molecular) surgen de la escision proteolitica. Los
multimeros de gran masa molecular se almacenan en los cuerpos de Weibel-Pallade de las células endoteliales y se
liberan tras la estimulacion.

El VWF es sintetizado por las células endoteliales y los megacariocitos como prepro-VWF que consiste en gran medida
en dominios repetidos. Al escindir el péptido sefial, el pro-VWF se dimeriza a través de enlaces disulfuro en su region
C-terminal. Los dimeros sirven como protdomeros para la multimerizacion, que se rige por los enlaces disulfuro entre
los extremos libres. El ensamblaje a los multimeros es seguido por la eliminacion proteolitica de la secuencia del
propéptido (Leyte et al., Biochem. J. 274 (1991), 257-261).

El producto primario de traduccién predicho a partir del ADNc clonado del VWF es un polipéptido precursor de
2813 residuos (prepro-VWF). El prepro-VWF consiste en un péptido sefial de 22 aminoacidos y un propéptido de 741
aminoacidos, y el VWF maduro comprende 2050 aminoacidos (Ruggeri Z.A., y Ware, J., FASEB J., 308-316 (1993)).

Los defectos en el VWF son la causa de la enfermedad de Von Willebrand (VWD), que se caracteriza por un fenotipo
hemorragico mas o menos pronunciado. La VWD de tipo 3 es la forma mas grave en la que el VWF falta por completo,
y la VWD de tipo 1 se esta relacionada con una pérdida cuantitativa del VWF y su fenotipo puede ser muy leve. La
VWD de tipo 2 esta relacionada con defectos cualitativos del VWF y puede ser tan grave como la VWD de tipo 3. La
VWD de tipo 2 tiene muchas subformas, algunas de las cuales estan asociadas con la pérdida o disminucién de los
multimeros de alto peso molecular. El sindrome de Von Willebrand de tipo 2a (VWS-2A) se caracteriza por una pérdida
tanto de multimeros intermedios como grandes. El VWS-2B se caracteriza por una pérdida de los multimeros de mayor
peso molecular. En la técnica se conocen otras enfermedades y trastornos relacionados con el VWF.

Las patentes estadounidenses n.°s 6.531.577, 7.166.709 y la solicitud de patente europea n.° 04380188.5 describen
formulaciones de VWF derivadas de plasma. Sin embargo, ademas de los problemas de cantidad y pureza con el
VWF derivado de plasma, también existe el riesgo de patdgenos de transmision hematica (por ejemplo, virus y la
enfermedad de Creutzfeldt-Jakob variante (vCID). Los documentos WO9300107, US5900476, US6005077,
EP1522312 describen diversas composiciones que comprenden VWF (factor de von Willebrand).

Por tanto, existe una necesidad en la técnica de desarrollar una formulacién farmacéutica estable que comprenda
VWEF recombinante.

Sumario de la invenciéon

La presente invencién proporciona formulaciones utiles para las composiciones que comprenden VWF recombinante,
dando como resultado una composicién farmacéutica altamente estable. La composicidén farmacéutica estable es util
como agente terapéutico en el tratamiento de individuos que padecen trastornos o estados que pueden beneficiarse
de la administracion de VWF recombinante.

En una realizacién, la invencion proporciona una formulacién farmacéutica liquida estable de un factor de von
Willebrand recombinante (rWVWF) que comprende: (a) un rVWF; (b) un agente de tamponamiento; (c) una o mas sales;
(d) opcionalmente un agente estabilizante; y (e) opcionalmente un tensioactivo; en la que el r'VWF comprende un
polipéptido seleccionado del grupo que consiste en: a) la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 3; b) un
analogo, fragmento o variante biolégicamente activo de a); c) un polipéptido codificado por el polinucleétido expuesto
en SEQ ID NO: 1; d) un analogo, fragmento o variante biolégicamente activo de c); y e) un polipéptido codificado por
un polinucledtido que se hibrida con el polinucleétido expuesto en SEQ ID NO: 1 en condiciones de hibridacién
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moderadamente estrictas; en la que el tampoén esta compuesto por un agente de tamponamiento de pH en un intervalo
de aproximadamente 0,1 mM a aproximadamente 500 mM y en la que el pH esta en un intervalo de aproximadamente
2,0 a aproximadamente 12,0; en la que la sal esta a una concentracion de aproximadamente 1 a 500 mM; en la que
el agente estabilizante esta a una concentracion de aproximadamente 0,1 a 1000 mM; y en la que el tensioactivo esta
a una concentracion de aproximadamente 0,01 g/l a 0,5 g/l segun la reivindicacion 1.

En oftra realizacién, se proporciona la formulacién anteriormente mencionada en la que el rVWF comprende la
secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 3. En otra realizacién, se proporciona una formulacion
anteriormente mencionada en la que el agente de tamponamiento se selecciona del grupo que consiste en citrato de
sodio, glicina, histidina, Tris y combinaciones de estos agentes. En aun ofra realizacion, se proporciona una
formulacién anteriormente mencionada en la que el agente de tamponamiento es citrato. En todavia otra realizacion
de la invencion, se proporciona la formulacién anteriormente mencionada en la que el pH esta en el intervalo de 6,0-
8,0 6 6,5-7,3. En una realizacion relacionada, se proporciona la formulacién anteriormente mencionada en la que el
pH es 7,0. En otra realizacion, se proporciona una formulacién anteriormente mencionada en la que el agente de
tamponamiento es citrato y el pH es 7,0.

En todavia otra realizacién, se proporciona una formulacién anteriormente mencionada en la que la sal se selecciona
del grupo que consiste en cloruro de calcio, cloruro de sodio y cloruro de magnesio. En ofra realizacion, se proporciona
la formulacién anteriormente mencionada en la que la sal esta en un intervalo de concentracion de 0,5 a 300 mM. En
otra realizacion, se proporciona la formulacion anteriormente mencionada en la que la sal es cloruro de calcio a una
concentracion de 10 mM.

En otra realizacién, se proporciona una formulaciéon anteriormente mencionada en la que el rWVWF comprende la
secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 3; en la que el agente de tamponamiento es citrato y el pH es
7,0; y en la que la sal es cloruro de calcio a una concentracion de 10 mM. En ofra realizacion, se proporciona una
formulacion anteriormente mencionada en la que el rVWF comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ
ID NO: 3; en la que el agente de tamponamiento es citrato de sodio y el pH es 7,0; y en la que la sal es cloruro de
calcio a una concentracion de 10 mM y NaCl a una concentracion de 100 mM.

La presente invencion también contempla otras formulaciones. Por ejemplo, en una realizacion, se proporciona una
formulacion anteriormente mencionada en la que el uno o mas agentes de tamponamiento son histidina y Tris a una
concentracion de 3,3 mM cada uno. En otra realizacioén, se proporciona la formulaciéon anteriormente mencionada en
la que el pH es 7,0. En aun otra realizacion, se proporciona una formulaciéon anteriormente mencionada en la que la
primera sal es cloruro de sodio a una concentracion de 30 mM y la segunda sal es cloruro de calcio a una concentracion
de 0,56 mM.

En todavia otra realizacién de la invencion, se proporciona una formulacién anteriormente mencionada en la que el
agente estabilizante se selecciona del grupo que consiste en manitol, lactosa, sorbitol, xilitol, sacarosa, trehalosa,
manosa, maltosa, lactosa, glucosa, rafinosa, celobiosa, gentiobiosa, isomaltosa, arabinosa, glucosamina, fructosa y
combinaciones de estos agentes estabilizantes. En ofra realizacion, se proporciona la formulacion anteriormente
mencionada en la que los agentes estabilizantes son trehalosa a una concentracion de 7,8 mM y manitol a una
concentracion de 58,6 mM.

En otra realizacioén, se proporciona una formulacién anteriormente mencionada en la que el tensioactivo se selecciona
del grupo que consiste en digitonina, Triton X-100 (octilfenil éter de polioxietileno), Triton X-114 (terc-octilfenil éter de
polietilenglicol), TWEEN-20, TWEEN-80 (polisorbatos) y combinaciones de estos tensioactivos. En otra realizacion, se
proporciona la formulacion anteriormente mencionada en la que el tensioactivo es TWEEN-80 a 0,03 g/l.

En una realizaciéon de la invencion, se proporciona una formulaciéon anteriormente mencionada en la que el r'VWF
comprende la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 3; en la que los agentes de tamponamiento son
histidina a una concentracion de 3,3 mM y Tris a una concentracion de 3,3 mM a pH 7,0; en la que la primera sal es
cloruro de sodio a una concentracién de 30 mM y la segunda sal es cloruro de calcio a una concentracién de 0,56 mM;
en la que los agentes estabilizantes son trehalosa a una concentraciéon de 7,8 mM y manitol a una concentracion de
58,6 mM; y en la que el tensioactivo es TWEEN-80 a 0,03 g/I.

Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra que el rVWF no es estable en tampdn Advate después de 26 semanas, debido a la presencia de
glutation.

La figura 2 muestra que el rVWF es estable en tampon Advate 1:3 hasta 12 semanas a 4°C.

La figura 3 muestra que la estabilidad de una formulacion a base de citrato es mejor que la formulacién de tampon
Advate 1:3 que contiene glutation 0,1 M.

La figura 4 muestra que la concentracion de rVWF es estable a lo largo de 26 semanas en tampdn Advate.
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La figura 5 muestra que la concentracion de rVWF es estable a lo largo del tiempo en tampdn Advate 1:3.
La figura 6 muestra que la concentracion de rVWF es estable a lo largo del tiempo en el tampdn a base de citrato.

La figura 7 muestra que la mayoria de los excipientes aumentan la temperatura de desplegamiento de rVWF en
aproximadamente 1 6 2°C.

La figura 8 muestra que CaCl, 10 mM aumenta la temperatura de desplegamiento de rVWF en de aproximadamente
8°C a aproximadamente 67°C.

La figura 9 muestra que el efecto de CaCl; es similara pH 7,3 y a pH 6,5.
Descripcion detallada de la invencién

Definicion de términos

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos usados en el presente documento tienen
el mismo significado que entiende habitualmente un experto en la técnica a la que pertenece esta invencion. Las
siguientes referencias proporcionan a un experto una definicion general de muchos de los términos usados en esta
invencion: Singleton, et al., DICTIONARY OF MICROBIOLOGY AND MOLECULAR BIOLOGY (22 ed. 1994); THE
CAMBRIDGE DICTIONARY OF SCIENCE AND TECHNOLOGY (Walker ed., 1988); THE GLOSSARY OF GENETICS,
52 ED., R. Rieger, et al. (eds.), Springer Verlag (1991); y Hale and Marham, THE HARPER COLLINS DICTIONARY
OF BIOLOGY (1991).

Cada publicacion, solicitud de patente, patente y otra referencia citada en el presente documento se incorpora por
referencia en su totalidad en la medida en que no sean inconsecuentes con la presente divulgacion.

Cabe destacar que, tal como se usa en esta memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas, las formas

singulares “un”, “una” y “el/la” incluyen una referencia plural a menos que el contexto dicte claramente lo contrario.

Tal como se usa en el presente documento, los siguientes términos tienen el significado que se les atribuye, a menos
que se especifique lo contrario.

El término “que comprende”, con respecto a un compuesto peptidico, significa que un compuesto puede incluir
aminoacidos adicionales en uno o ambos extremos amino y carboxilo terminales de la secuencia dada. Por supuesto,
estos aminoacidos adicionales no deben interferir significativamente con la actividad del compuesto. Con respecto a
una composicion de la presente invencion, el término “que comprende” significa que una composicion puede incluir
componentes adicionales. Estos componentes adicionales no deben interferir significativamente con la actividad de la
composicion.

El término “farmacoldégicamente activo” significa que se determina que una sustancia asi descrita tiene una actividad
que afecta a un parametro médico (por ejemplo, pero sin limitarse a, presion arterial, hemograma, nivel de colesterol)
0 a un estado patolégico (por ejemplo, pero sin limitarse a, cancer, trastornos autoinmunitarios).

Tal como se usan en el presente documento, los términos “expresar”, “que expresa” y “expresion” significan permitir o
hacer que se manifieste la informacion en un gen o una secuencia de ADN, por ejemplo, produciendo una proteina
mediante la activacion de las funciones celulares implicadas en la transcripcion y traduccion de un gen o una secuencia
de ADN correspondiente. Una secuencia de ADN se expresa en o por una célula para formar un “producto de
expresion” tal como una proteina. También puede decirse que el producto de expresién en si, por ejemplo, la proteina
resultante, se “expresa”. Un producto de expresion puede caracterizarse como intracelular, extracelular o secretado.
El término “intracelular” significa dentro de una célula. El término “extracelular” significa fuera de una célula, tal como
una proteina transmembrana. Una sustancia es “secretada” por una célula si aparece en una medida significativa fuera
de la célula, desde algun lugar sobre o dentro de la célula.

Tal como se usa en el presente documento, un “polipéptido” se refiere a un polimero que se compone de residuos de
aminoacidos, variantes estructurales, variantes estructurales que se producen de manera natural relacionadas y
analogos sintéticos que no se producen de manera natural de los mismos unidos mediante enlaces peptidicos. Los
polipéptidos sintéticos pueden prepararse, por ejemplo, usando un sintetizador automatizado de polipéptidos. El
término “proteina” se refiere normalmente a polipéptidos grandes. El término “péptido” se refiere normalmente a
polipéptidos cortos.

Tal como se usa en el presente documento, un “fragmento” de un polipéptido se refiere a cualquier porciéon de un
polipéptido o una proteina mas pequefia que el producto de expresion de un polipéptido o una proteina de longitud
completa.
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Tal como se usa en el presente documento, un “analogo” se refiere a cualquiera de dos o mas polipéptidos
sustancialmente similares en estructura y que tienen la misma actividad biolégica, pero que pueden tener diferentes
grados de actividad, o bien para la molécula completa o bien para un fragmento de la misma. Los analogos difieren
en la composiciéon de sus secuencias de aminoacidos basandose en una o0 mas mutaciones que implican la sustitucion
de uno o mas aminoacidos por otros aminoacidos. Las sustituciones pueden ser conservadoras o no conservadoras
basandose en la relacion fisicoquimica o funcional del aminoacido que se reemplaza y del aminoacido que lo
reemplaza.

Tal como se usa en el presente documento, una “variante” se refiere a un polipéptido, una proteina o un analogo de
los mismos que se modifica para comprender restos quimicos adicionales que normalmente no forman parte de la
molécula. Tales restos pueden modular la solubilidad, la absorcion, la semivida bioldgica, etc., de la molécula.
Alternativamente, los restos pueden disminuir la toxicidad de la molécula y eliminar o atenuar cualquier efecto
secundario indeseable de la molécula, etc. Los restos capaces de mediar tales efectos se divulgan en Remington’s
Pharmaceutical Sciences (1980). En la técnica se conocen bien procedimientos para acoplar tales restos a una
molécula. Por ejemplo, la variante puede ser un factor de coagulacion sanguinea que tiene una modificacién quimica
que confiere una semivida mas larga in vivo a la proteina. En diversos aspectos, los polipéptidos se modifican por
glicosilacion, pegilacion y/o polisialilacion.

VWEF recombinante

Las secuencias de polinucledtidos y aminoacidos de prepro-VWF se exponen en SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2,
respectivamente, y estan disponibles en los nimeros de registro de GenBank NM_000552 y NP_000543,
respectivamente. La secuencia de aminoacidos correspondiente a la proteina VWF madura se expone en SEQ ID NO:
3 (correspondiente a los aminoacidos 764-2813 de la secuencia de aminoacidos de prepro-VWF de longitud completa).

Una forma de rVWF util tiene al menos la propiedad de estabilizar in vivo, por ejemplo, unir, al menos una molécula
de factor VIII (FVII) y tener opcionalmente un patron de glicosilacion que es farmacolégicamente aceptable. Los
ejemplos especificos del mismo incluyen VWF sin el dominio A2, por tanto, resistente a la protedlisis (Lankhof et al.,
Thromb. Haemost. 77: 1008-1013, 1997), y el fragmento de VWF de Val 449 a Asn 730 que incluye el dominio de
union a la glicoproteina 1b y sitios de unién para el colageno y la heparina (Pietu et al., Biochem. Biophys. Res.
Commun. 164: 1339-1347, 1989). La determinacion de la capacidad de un VWF para estabilizar al menos una molécula
de FVIII puede llevarse a cabo en mamiferos deficientes en VWF segin métodos conocidos en el estado de la técnica.

El rVWF de la presente invencion puede producirse mediante cualquier método conocido en la técnica. Un ejemplo
especifico se divulga en el documento WO86/06096, publicado el 23 de octubre de 1986, y en la solicitud de patente
estadounidense n.° 07/559.509, presentada el 23 de julio de 1990, que se incorpora en el presente documento por
referencia con respecto a los métodos de produccién del VWF recombinante. Por tanto, en la técnica se conocen
métodos para (i) producir ADN recombinante mediante ingenieria genética, por ejemplo, mediante transcripcion
inversa de ARN y/o amplificacion de ADN, (ii) introducir ADN recombinante en células procariotas o eucariotas por
transfeccion, por ejemplo, mediante electroporacion o microinyeccion, (iii) cultivar dichas células transformadas, por
ejemplo, de manera continua o discontinua, (iv) expresar el VWF, por ejemplo, de manera constitutiva o por induccion,
y (v) aislar dicho VWF, por ejemplo, a partir del medio de cultivo o recogiendo las células transformadas, con el fin de
(vi) obtener el r'VWF purificado, por ejemplo, mediante cromatografia de intercambio aniénico o cromatografia de
afinidad. Un VWF recombinante puede elaborarse en células huésped transformadas usando técnicas de ADN
recombinante bien conocidas en la técnica. Por ejemplo, las secuencias que codifican para el polipéptido pueden
extraerse del ADN usando enzimas de restriccion adecuadas.

Alternativamente, la molécula de ADN podria sintetizarse usando técnicas de sintesis quimica, tales como el método
del fosforamidato. También podria usarse una combinacién de estas técnicas.

La invencion también proporciona vectores que codifican para polipéptidos de la invencién en un huésped apropiado.
El vector comprende el polinucleétido que codifica para el polipéptido unido operativamente a secuencias de control
de la expresion apropiadas. Los métodos para llevar a cabo esta unién operativa, o bien antes o bien después de la
insercion del polinucledtido en el vector, son bien conocidos. Las secuencias de control de la expresion incluyen
promotores, activadores, potenciadores, operadores, sitios de union al ribosoma, sefiales de inicio, sefales de parada,
sefiales de capside, sefales de poliadenilacion y otras sefales relacionadas con el control de la transcripcion o
traduccion. El vector resultante que contiene el polinucleétido se usa para transformar un huésped apropiado. Esta
transformacion puede realizarse mediante métodos bien conocidos en la técnica.

En la practica de esta invencion puede usarse cualquiera de un gran numero de células huésped disponibles y bien
conocidas. La seleccion de un huésped particular depende de varios factores reconocidos en la técnica, incluyendo,
por ejemplo, la compatibilidad con el vector de expresion elegido, la toxicidad de los péptidos codificados por la
molécula de ADN, la tasa de transformacion, la facilidad de recuperacion de los péptidos, las caracteristicas de
expresion, la seguridad bioldgica y los costes. Hay que encontrar un equilibrio entre estos factores, teniendo en cuenta
que no todas las células huésped son igualmente eficaces para la expresion de una secuencia de ADN particular.
Dentro de estas directrices generales, las células huésped microbianas utiles incluyen bacterias, levaduras y otros
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hongos, insectos, plantas, células de mamiferos (incluyendo humanos) en cultivo, u otros huéspedes conocidos en la
técnica.

A continuacion, se cultiva y purifica el huésped transformado. Las células huésped pueden cultivarse en condiciones
de fermentacién convencionales para que se expresen los compuestos deseados. Tales condiciones de fermentacion
son bien conocidas en la técnica. Por ultimo, los polipéptidos se purifican a partir del cultivo mediante métodos bien
conocidos en la técnica.

Dependiendo de la célula huésped usada para expresar un compuesto de la invencion, los grupos de hidratos de
carbono (oligosacaridos) pueden unirse convenientemente a sitios que se sabe que son sitios de glicosilacion en las
proteinas. Generalmente, los oligosacaridos ligados a O se unen a residuos de serina (Ser) o treonina (Thr), mientras
que los oligosacaridos ligados a N se unen a residuos de asparagina (Asn) cuando forman parte de la secuencia Asn-
X-Ser/Thr, donde X puede ser cualquier aminoacido excepto prolina. X es preferiblemente uno de los 19 aminoacidos
que se producen de manera natural sin contar la prolina. Las estructuras de los oligosacaridos ligadosaNya Oy los
residuos de azUcar que se encuentran en cada tipo son diferentes. Un tipo de azlcar que se encuentra habitualmente
en ambos es el acido N-acetilneuraminico (denominado acido sidlico). El acido sialico es habitualmente el residuo
terminal tanto de los oligosacaridos ligados a N como de los ligados a O y, en virtud de su carga negativa, puede
conferir propiedades acidas al compuesto glicosilado. Tal(es) sitio(s) puede(n) incorporarse en el ligador de los
compuestos de esta invencion y preferiblemente se someten a glicosilacion por una célula durante la produccion
recombinante de los compuestos polipeptidicos (por ejemplo, en células de mamiferos tales como CHO, BHK, COS).
Sin embargo, tales sitios pueden someterse a glicosilacion adicional mediante procedimientos sintéticos o
semisintéticos conocidos en la técnica.

Alternativamente, los compuestos pueden elaborarse mediante métodos sintéticos. Por ejemplo, pueden usarse
técnicas de sintesis en fase solida. Las técnicas adecuadas son bien conocidas en la técnica, e incluyen las descritas
en Merrifield (1973), Chem. Polypeptides, pags. 335-61 (Katsoyannis and Panayotis eds.); Merrifield (1963), J. Am.
Chem. Soc. 85: 2149; Davis et al. (1985), Biochem. Intl. 10: 394-414; Stewart y Young (1969), Solid Phase Peptide
Synthesis; patente estadounidense n.° 3.941.763; Finn et al. (1976), The Proteins (32 ed.) 2: 105-253; y Erickson et al.
(1976), The Proteins (32 ed.) 2: 257-527. La sintesis en fase sdlida es la técnica preferida para elaborar péptidos
individuales, ya que es el método mas rentable para elaborar péptidos pequefios.

Fragmentos, variantes y analogos del VWF

En la técnica se conocen bien métodos para preparar fragmentos, variantes o analogos polipeptidicos.

Los fragmentos de un polipéptido se preparan usando, sin limitacion, escisidn enzimatica (por ejemplo, tripsina,
quimotripsina) y también usando medios recombinantes para generar un fragmento de polipéptido que tenga una
secuencia de aminoacidos especifica. Pueden generarse fragmentos polipeptidicos que comprenden una region de la
proteina que tiene una actividad particular, tal como un dominio de multimerizacién o cualquier otro dominio
identificable del VWF conocido en la técnica.

También se conocen bien métodos de elaboracion de analogos polipeptidicos. Los analogos de la secuencia de
aminoacidos de un polipéptido pueden ser analogos de sustitucion, insercion, adicién o delecion. Los analogos de
delecion, incluyendo los fragmentos de un polipéptido, carecen de uno o mas residuos de la proteina nativa que no
son esenciales para la funcion o actividad inmunogénica. Los analogos de insercion implican la adicion de, por ejemplo,
aminoacidos en un punto no terminal del polipéptido. Este analogo puede incluir la insercion de un epitopo
inmunorreactivo o simplemente un Unico residuo. Los analogos de adicion, incluyendo los fragmentos de un
polipéptido, incluyen la adicién de uno o mas aminoacidos en cualquiera de los dos extremos de una proteina, e
incluyen, por ejemplo, las proteinas de fusion.

Los analogos de sustitucion normalmente intercambian un aminoacido de tipo natural por otro en uno o mas sitios
dentro de la proteina, y pueden estar disefiados para modular una o mas propiedades del polipéptido sin la pérdida
de otras funciones o propiedades. En un aspecto, las sustituciones son sustituciones conservadoras. Por “sustitucion
conservadora de aminoacidos” se entiende la sustitucion de un aminoacido por otro que tiene una cadena lateral de
caracter quimico similar. Los aminoacidos similares para realizar sustituciones conservadoras incluyen los que tienen
una cadena lateral acida (acido glutamico, acido aspartico); una cadena lateral basica (arginina, lisina, histidina); una
cadena lateral de amida polar (glutamina, asparagina) una cadena lateral alifatica hidréfoba (leucina, isoleucina, valina,
alanina, glicina); una cadena lateral aromatica (fenilalanina, triptéfano, tirosina); una cadena lateral pequefia (glicina,
alanina, serina, treonina, metionina); o una cadena lateral de hidroxilo alifatica (serina, treonina).

Los analogos pueden ser sustancialmente homdélogos o sustancialmente idénticos al VWF recombinante del que
derivan. Los analogos preferidos son aquellos que conservan al menos parte de la actividad biolégica del polipéptido
de tipo natural, por ejemplo, la actividad de coagulacién sanguinea.

Las variantes polipeptidicas contempladas incluyen polipéptidos modificados quimicamente por técnicas tales como
ubiquitinacion, glicosilacion, incluyendo polisialacion, conjugacién con agentes terapéuticos o de diagnéstico, marcaje,
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union covalente de polimeros tal como pegilacion (derivacion con polietilenglicol), introduccion de enlaces no
hidrolizables e inserciéon o sustitucion por sintesis quimica de aminoacidos tales como ornitina, que normalmente no
se producen en las proteinas humanas. Las variantes conservan las mismas o esencialmente las mismas propiedades
de union de las moléculas no modificadas de la invencién. Tal modificacion quimica puede incluir la unién directa o
indirecta (por ejemplo, mediante un ligador) de un agente al polipéptido VWF. En el caso de uniéon indirecta, se
contempla que el ligador puede ser hidrolizable o no hidrolizable.

La preparacion de analogos polipeptidicos pegilados comprendera generalmente las etapas de (a) hacer reaccionar
el polipéptido con polietilenglicol (tal como un derivado de éster o aldehido reactivo de PEG) en condiciones en las
que el polipéptido del constructo de unién se une a uno o mas grupos PEG, y (b) obtener el/los producto(s) de reaccion.
En general, las condiciones éptimas de reaccion para las reacciones de acilacion se determinaran basandose en los
parametros conocidos y el resultado deseado. Por ejemplo, cuanto mayor sea la razén de PEG:proteina, mayor sera
el porcentaje de producto polipegilado. En algunas realizaciones, el constructo de unién tendra un Unico resto PEG en
el extremo N-terminal. El polietilenglicol (PEG) puede unirse al factor de coagulacion sanguinea para proporcionar una
semivida mas larga in vivo. El grupo PEG puede tener cualquier peso molecular conveniente y puede ser lineal o
ramificado. El peso molecular promedio del PEG oscila desde aproximadamente 2 kiloDalton (“kD”) hasta
aproximadamente 100 kDa, desde aproximadamente 5 kDa hasta aproximadamente 50kDa o desde
aproximadamente 5 kDa hasta aproximadamente 10 kDa. Los grupos PEG se unen al factor de coagulacion sanguinea
mediante acilacion o alquilacion reductora a través de un grupo reactivo natural o modificado por ingenieria en el resto
PEG (por ejemplo, un grupo aldehido, amino, tiol o éster) a un grupo reactivo en el factor de coagulaciéon sanguinea
(por ejemplo, un grupo aldehido, amino o éster) o mediante cualquier otra técnica conocida en la técnica.

Los métodos para preparar el polipéptido polisialilado se describen en la publicacion de patente estadounidense
20060160948, Fernandes y Gregoriadis; Biochim. Biophys. Acta 1341: 26-34, 1997, y Saenko et al., Haemophilia
12:42-51, 2006. Brevemente, una disolucion de acido colominico que contiene NalO4 0,1 M se agita en la oscuridad a
temperatura ambiente para oxidar el CA. La disolucion de CA activado se dializa contra, por ejemplo, tampon fosfato
de sodio 0,05 M, pH 7,2 en la oscuridad, y esta disolucion se afiadié a una disolucion de rVWF y se incub6 durante 18
h a temperatura ambiente en la oscuridad con agitacion suave. A continuacion, los reactivos libres pueden separarse
del conjugado rVWF-poli(acido sialico) mediante ultrafiltracion/diafiltracion. La conjugacion de rVWF con el poli(acido
sialico) también puede lograrse usando glutaraldehido como reactivo de reticulacion (Migneault et al., Biotechniques
37: 790-796, 2004).

Se contempla ademas que un polipéptido de la invencidon puede ser una proteina de fusién con un segundo agente
que es un polipéptido. En una realizacion, el segundo agente que es un polipéptido, sin limitacién, es una enzima, un
factor de crecimiento, un anticuerpo, una citocina, una quimiocina, un receptor de superficie celular, el dominio
extracelular de un receptor de superficie celular, una molécula de adhesion celular o un fragmento o dominio activo de
una proteina descrita anteriormente. En una realizacion relacionada, el segundo agente es un factor de coagulacion
sanguinea, tal como el factor VIII, el factor VIl o el factor IX. La proteina de fusién contemplada se elabora mediante
técnicas quimicas o recombinantes bien conocidas en la técnica.

También se contempla que los polipéptidos prepro-VWF y pro-VWF pueden proporcionar un beneficio terapéutico en
las formulaciones de la presente invencion. Por ejemplo, la patente estadounidense n.° 7.005.502 describe una
preparacion farmacéutica que comprende cantidades sustanciales de pro-VWF que induce la generacién de trombina
in vitro. Ademas de los fragmentos, variantes o analogos recombinantes y biolégicamente activos del VWF maduro
que se produce de manera natural, la presente invencion contempla el uso de fragmentos, variantes o analogos
recombinantes y biolégicamente activos del prepro-VWF (expuesto en SEQ ID NO: 2) o de los polipéptidos pro-VWF
(residuos de aminoacidos 23 a 764 de SEQ ID NO: 2) en las formulaciones descritas en el presente documento.

Los polinucledtidos que codifican para fragmentos, variantes y analogos pueden generarse faciimente por un
trabajador experto en codificar fragmentos, variantes o analogos bioldgicamente activos de la molécula que se produce
de manera natural que poseen la misma actividad biolégica o similar que la molécula que se produce de manera
natural. Estos polinucleétidos pueden prepararse mediante técnicas de PCR, digestion/ligacion de la molécula
codificadora de ADN y similares. Por tanto, un experto en la técnica podra generar cambios de una sola base en la
cadena de ADN para dar lugar a un codoén alterado y a una mutacién de aminoacido, usando cualquier método
conocido en la técnica, incluyendo, pero sin limitarse a, mutagénesis especifica de sitio. Tal como se usa en el presente
documento, la expresion “condiciones de hibridacion moderadamente estrictas” significa, por ejemplo, hibridacién a
42°C en formamida al 50% y lavado a 60°C en 0,1 x SSC, SDS al 0,1%. Los expertos en la técnica entienden que la
variacion de estas condiciones se produce basandose en la longitud y el contenido de bases de nucleétidos GC de las
secuencias que van a hibridarse. Las férmulas convencionales en la técnica son apropiadas para determinar las
condiciones exactas de hibridacién. Véase Sambrook et al., 9.47-9.51 en Molecular Cloning, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nueva York (1989).

Formulaciones y excipientes en general

Los excipientes son aditivos que se incluyen en una formulacién porque o bien imparten o bien potencian la estabilidad
y la administracion de un medicamento. Independientemente del motivo de su inclusién, los excipientes son un
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componente integral de un medicamento y, por tanto, deben ser seguros y bien tolerados por los pacientes. En el caso
de los farmacos proteicos, la elecciéon de los excipientes es especialmente importante porque pueden afectar tanto a
la eficacia como a la inmunogenicidad del farmaco. Por tanto, las formulaciones de proteinas deben desarrollarse con
una seleccion adecuada de excipientes que ofrezcan estabilidad, seguridad y comerciabilidad adecuadas.

El principal reto en el desarrollo de formulaciones para proteinas terapéuticas es estabilizar el producto frente a las
tensiones de la fabricacion, el transporte y el almacenamiento. El papel de los excipientes en las formulaciones es
proporcionar estabilizacion frente a estas tensiones. Los excipientes también pueden emplearse para reducir la
viscosidad de las formulaciones de proteinas de alta concentracion con el fin de permitir su administracion y mejorar
la comodidad del paciente. En general, los excipientes pueden clasificarse basandose en los mecanismos por los que
estabilizan las proteinas frente a diversas tensiones quimicas y fisicas. Algunos excipientes se usan para aliviar los
efectos de una tension especifica o para regular una susceptibilidad particular de una proteina especifica. Otros
excipientes tienen efectos mas generales sobre la estabilidad fisica y covalente de las proteinas. Los excipientes
descritos en el presente documento se organizan por su tipo quimico o por su papel funcional en las formulaciones. Al
comentar cada tipo de excipiente, se describen brevemente los modos de estabilizacion.

Dadas las ensefianzas y la directriz proporcionadas en el presente documento, los expertos en la técnica sabran qué
cantidad o intervalo de excipiente puede incluirse en cualquier formulacidon particular para lograr una formulacion
biofarmacéutica de la invencion que fomente la retencion en la estabilidad del biofarmaco (por ejemplo, un polipéptido).
Por ejemplo, la cantidad y el tipo de una sal que debe incluirse en una formulacion biofarmacéutica de la invencion
puede seleccionarse en funcidon de la osmolalidad deseada (es decir, isotonica, hipotdnica o hiperténica) de la
disolucioén final, asi como de las cantidades y la osmolalidad de otros componentes que deben incluirse en la
formulacién. Del mismo modo, ejemplificando con referencia al tipo de poliol o azucar incluido en una formulacion, la
cantidad de un excipiente de este tipo dependera de su osmolalidad.

A modo de ejemplo, la inclusién de aproximadamente el 5% de sorbitol puede lograr la isotonicidad, mientras que se
necesita alrededor del 9% de un excipiente de sacarosa para lograr la isotonicidad. La seleccion de la cantidad o el
intervalo de concentraciones de uno o mas excipientes que pueden incluirse en una formulaciéon biofarmacéutica de
la invencion se ha ejemplificado anteriormente haciendo referencia a sales, polioles y azicares. Sin embargo, los
expertos en la técnica entenderan que las consideraciones descritas en el presente documento y ejemplificadas
adicionalmente con referencia a excipientes especificos son igualmente aplicables a todos los tipos y combinaciones
de excipientes, incluyendo, por ejemplo, sales, aminoacidos, otros agentes de tonicidad, tensioactivos, estabilizadores,
agentes de carga, crioprotectores, lioprotectores, antioxidantes, iones metalicos, agentes quelantes y/o conservantes.

Ademas, cuando un excipiente particular se indica en concentracién molar, los expertos en la técnica reconoceran que
también se contempla el porcentaje (%) p/v equivalente (por ejemplo, (gramos de sustancia en una muestra de
disolucion/ml de disolucion) X 100%) de la disolucién.

Por supuesto, un experto habitual en la técnica reconoceria que las concentraciones de los excipientes descritos en
el presente documento comparten una interdependencia dentro de una formulacién particular. A modo de ejemplo, la
concentracion de un agente de carga puede reducirse cuando, por ejemplo, hay una alta concentracion de polipéptido
o cuando, por ejemplo, hay una alta concentracion de agente estabilizante. Ademas, un experto habitual en la técnica
reconoceria que, para mantener la isotonicidad de una formulacién particular en la que no hay agente de carga, la
concentracion de un agente estabilizante se ajustaria por consiguiente (es decir, se usaria una cantidad “tonificante”
de estabilizador). En la técnica se conocen excipientes habituales y pueden encontrarse en Powell ef al., Compendium
of Excipients for Parenteral Formulations (1998), PDA J. Pharm. Sci. Technology, 52:238-311.

Tampones y agentes de tamponamiento

Se observa habitualmente que la estabilidad de una formulacion de polipéptido farmacolégicamente activa es maxima
en un estrecho intervalo de pH. Este intervalo de pH de estabilidad 6ptima debe identificarse pronto durante los
estudios de preformulacion. Varios enfoques, tales como los estudios de estabilidad en condiciones aceleradas y los
estudios de cribado calorimétrico, han demostrado ser Utiles en esta tarea (Remmele R.L. Jr., et al., Biochemistry,
38(16): 5241-7 (1999)). Una vez finalizada la formulacion, el medicamento debe fabricarse y mantenerse durante toda
su vida util. Por tanto, casi siempre se emplean agentes de tamponamiento para controlar el pH de la formulacién.

Los acidos organicos, los fosfatos y el Tris se han empleado habitualmente como tampones en las formulaciones de
proteinas. La capacidad tampon de las especies de tamponamiento es maxima a un pH igual al pKa y disminuye a
medida que el pH aumenta o se aleja de este valor. El noventa por ciento de la capacidad de tamponamiento existe
dentro de una unidad de pH de su pKa. La capacidad tampdn también aumenta proporcionalmente al aumentar la
concentracion del tampoén.

Cuando se elige un tampon hay que tener en cuenta varios factores. En primer lugar, hay que definir la especie tampon
y su concentracion en funcién de su pKa y del pH deseado de la formulacion. Igualmente importante es garantizar que
el tampon sea compatible con el polipéptido y otros excipientes de la formulacion, y que no catalice ninguna reaccion
de degradacion. Un tercer aspecto importante a tener en cuenta es la sensacion de escozor e irritacion que el tampdn
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puede inducir tras su administracion. Por ejemplo, se sabe que el citrato provoca escozor tras su inyeccion (Laursen
T, et al., Basic Clin Pharmacol Toxicol., 98(2): 218-21 (2006)). El potencial de escozor e irritacion es mayor para los
farmacos que se administran por via subcutanea (SC) o intramuscular (IM), donde la disolucion del farmaco permanece
en el lugar durante un periodo de tiempo relativamente mas largo que cuando se administra por via intravenosa (1V),
donde la formulacion se diluye rapidamente en la sangre tras su administracion. En el caso de las formulaciones que
se administran por infusion IV directa, es necesario controlar la cantidad total de tampén (y cualquier otro componente
de la formulacion). Hay que tener especial cuidado con los iones de potasio administrados en forma de tampdn fosfato
de potasio, que pueden inducir efectos cardiovasculares en el paciente (Hollander-Rodriguez JC, et al., Am. Fam.
Physician., 73(2): 283-90 (2006)).

El sistema tampon presente en las composiciones se selecciona para que sea fisiolégicamente compatible y para
mantener un pH deseado de la formulacién farmacéutica. En una realizacion, el pH de la disolucion esta entre pH 2,0
y pH 12,0. Por ejemplo, el pH de la disolucion puede ser 2,0, 2,3, 2,5, 2,7, 3,0, 3,3, 3,5, 3,7, 4,0, 4,3, 4,5, 4,7, 5,0, 5,3,
55,57,6,0,6,3,6,5,6,7,7,0,7,3,7,5,7,7, 8,0, 8,3, 8,5, 8,7,9,0, 9,3, 9,5, 9,7, 10,0, 10,3, 10,5, 10,7, 11,0, 11,3, 11,5,
11,7 6 12,0.

El compuesto de tamponamiento del pH puede estar presente en cualquier cantidad adecuada para mantener el pH
de la formulacién en un nivel predeterminado. En una realizacién, la concentracién de tamponamiento del pH esta
entre 0,1 mM y 500 mM (1 M). Por ejemplo, se contempla que el agente de tamponamiento del pH sea al menos 0,1,
0,5,0,7,08,09,1,0,1,2,15,1,7,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 50, 60, 70,
80, 90, 100, 200, 500 mM.

Los agentes de tamponamiento de pH a modo de ejemplo usados para tamponar la formulacion tal como se establece
en el presente documento incluyen, pero no se limitan a, glicina, histidina, glutamato, succinato, fosfato, acetato,
citrato, Tris y aminoacidos o mezclas de aminoacidos, incluyendo, pero sin limitarse a, aspartato, histidina y glicina.

Sales

A menudo se afiaden sales para aumentar la fuerza iénica de la formulacion, lo que puede ser importante para la
solubilidad, la estabilidad fisica y la isotonicidad de las proteinas. Las sales pueden afectar a la estabilidad fisica de
las proteinas de diversas maneras. Los iones pueden estabilizar el estado nativo de las proteinas al unirse a los
residuos cargados en la superficie de la proteina. Por otra parte, las sales pueden estabilizar el estado desnaturalizado
al unirse a grupos peptidicos a lo largo de la estructura principal de la proteina (-CONH-). Las sales también pueden
estabilizar la conformacion nativa de la proteina protegiendo las interacciones electrostaticas repulsivas entre residuos
de una molécula de proteina. Las sales en las formulaciones de proteinas también pueden proteger las interacciones
electrostaticas atractivas entre moléculas de proteinas que pueden conducir a la agregacion y a la insolubilidad de las
proteinas. En las formulaciones proporcionadas, la concentracion de sales esta entre 0,1, 1, 10, 20, 30, 40, 50, 80,
100, 120, 150, 200, 300 y 500 mM.

Estabilizadores y agentes de carga

En las presentes formulaciones farmacéuticas, puede afiadirse un estabilizador (o una combinacion de estabilizadores)
para evitar o reducir la agregacion y la degradacion quimica inducidas por el almacenamiento. Una disolucién turbia o
nebulosa tras la reconstitucion indica que la proteina ha precipitado o al menos se ha agregado. El término
“estabilizador” significa un excipiente capaz de evitar la agregacion u otra degradacion fisica, asi como la degradacion
quimica (por ejemplo, autolisis, desamidacion, oxidacion, etc.) en estado acuoso. Los estabilizadores que se emplean
convencionalmente en las composiciones farmacéuticas incluyen, pero no se limitan a, sacarosa, trehalosa, manosa,
maltosa, lactosa, glucosa, rafinosa, celobiosa, gentiobiosa, isomaltosa, arabinosa, glucosamina, fructosa, manitol,
sorbitol, glicina, HCI de arginina, compuestos polihidroxilados, incluyendo polisacaridos tales como dextrano, almidon,
hidroxietilalmidon, ciclodextrinas, N-metilpirrolidona, celulosa y acido hialurénico, cloruro de sodio, [Carpenter et al.,
Develop. Biol. Standard 74:225, (1991)]. En las presentes formulaciones, el estabilizador se incorpora a una
concentracion de aproximadamente 0,1, 0,5, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0,1,2,1,5,1,7,2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 500, 700, 900 6 1000 mM.

Si se desea, las formulaciones también incluyen cantidades apropiadas de agentes de carga y reguladores de la
osmolaridad. Los agentes de carga incluyen, por ejemplo, manitol, glicina, sacarosa, polimeros tales como dextrano,
polivinilpirrolidona, carboximetilcelulosa, lactosa, sorbitol, trehalosa o xilitol. En una realizacion, el agente de carga es
manitol. El agente de carga se incorpora a una concentracion de aproximadamente 0,1, 0,5, 0,7, 0,8, 0,9, 1,0, 1,2, 1,5,
1,7,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 200, 500, 700, 900
6 1000 mM.

Tensioactivos
Las moléculas de proteinas tienen una alta propension a interaccionar con las superficies, lo que las hace susceptibles

a adsorcién y desnaturalizacion en las superficies de contacto aire-liquido, vial-liquido y liquido-liquido (aceite de
silicona). Se ha observado que esta ruta de degradacion es inversamente dependiente de la concentracion de proteina
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y da lugar o bien a la formacién de agregados de proteinas solubles e insolubles o bien a la pérdida de la proteina a
partir de la disolucion mediante la adsorcién a las superficies. Ademas de la adsorcién a la superficie del recipiente, la
degradacion inducida por la superficie se agrava con la agitacion fisica, tal como la que se experimentaria durante el
transporte y la manipulacion del producto.

Los tensioactivos se usan habitualmente en las formulaciones de proteinas para evitar la degradacion inducida por la
superficie. Los tensioactivos son moléculas anfipaticas capaces de superar en la competencia a las proteinas por las
posiciones interfaciales. Las porciones hidréfobas de las moléculas de tensioactivo ocupan posiciones interfaciales
(por ejemplo, aire/liquido), mientras que las porciones hidréfilas de las moléculas permanecen orientadas hacia el
disolvente a granel. A concentraciones suficientes (normalmente en torno a la concentraciéon micelar critica del
detergente), una capa superficial de moléculas de tensioactivo sirve para impedir que las moléculas de proteinas se
adsorban en la superficie de contacto. De este modo, se minimiza la degradacion inducida por la superficie. Los
tensioactivos mas habitualmente usados son los ésteres de acidos grasos de los polietoxilatos de sorbitano, es decir,
el polisorbato 20 y el polisorbato 80. Ambos difieren Gnicamente en la longitud de la cadena alifatica que confiere
caracter hidréfobo a las moléculas, C-12 y C-18, respectivamente. Por consiguiente, el polisorbato 80 es mas
tensioactivo y tiene una concentracién micelar critica mas baja que el polisorbato 20.

Los detergentes también pueden afectar a la estabilidad conformacional termodinamica de las proteinas. También en
este caso, los efectos de un determinado excipiente detergente seran especificos para cada proteina. Por ejemplo, se
ha demostrado que los polisorbatos reducen la estabilidad de algunas proteinas y aumentan la de ofras. La
desestabilizacion de las proteinas por parte de los detergentes puede racionalizarse en cuanto a las colas hidréfobas
de las moléculas de detergente, que pueden participar en la unién especifica con estados parcial o totalmente
desplegados de la proteina. Este tipo de interacciones podria provocar un desplazamiento en el equilibrio
conformacional hacia los estados mas expandidos de la proteina (es decir, aumentar la exposicion de las porciones
hidréfobas de la molécula de proteina como complemento a la unién del polisorbato). Alternativamente, si el estado
nativo de la proteina presenta algunas superficies hidréfobas, la unién del detergente al estado nativo puede estabilizar
esa conformacion.

Otro aspecto de los polisorbatos es que son inherentemente susceptibles a la degradacion oxidativa. A menudo, como
materias primas, contienen cantidades suficientes de perdxidos para provocar la oxidacién de las cadenas laterales
de los residuos de proteinas, especialmente la metionina. El potencial de dafio oxidativo derivado de la adicion del
estabilizador enfatiza el punto de que deben usarse las concentraciones eficaces mas bajas de excipientes en las
formulaciones. En el caso de los tensioactivos, la concentracién eficaz para una proteina determinada dependera del
mecanismo de estabilizacion. Se ha postulado que si el mecanismo de estabilizacion del tensioactivo esta relacionado
con la evitacion de la desnaturalizacién en la superficie, la concentracion eficaz estara en torno a la concentracion
micelar critica del detergente. Por el contrario, si el mecanismo de estabilizacion esta asociado a interacciones
especificas entre proteina y detergente, la concentracion eficaz de tensioactivo estara relacionada con la
concentracion de proteina y la estequiometria de la interaccion (Randolph T.W., et al., Pharm Biotechnol., 13:159-75
(2002)).

También pueden afiadirse tensioactivos en cantidades adecuadas para evitar el fendmeno de agregacion relacionado
con la superficie durante la congelacion y el secado [Chang, B, J. Pharm. Sci. 85:1325, (1996)]. Los tensioactivos a
modo de ejemplo incluyen tensioactivos anidnicos, catidnicos, no iénicos, zwitteriénicos y anféteros, incluyendo
tensioactivos derivados de aminoacidos que se producen de manera natural. Los tensioactivos anionicos incluyen,
pero no se limitan a, laurilsulfato de sodio, sulfosuccinato de dioctilo-sodio y sulfonato de dioctilo-sodio, acido
quenodesoxicolico, sal de sodio de N-lauroilsarcosina, dodecilsulfato de litio, sal de sodio del acido 1-octanosulfénico,
colato de sodio hidratado, desoxicolato de sodio y sal de sodio del acido glicodesoxicdlico. Los tensioactivos catidnicos
incluyen, pero no se limitan a, cloruro de benzalconio o cloruro de bencetonio, cloruro de cetilpiridinio monohidratado
y bromuro de hexadeciltrimetilamonio. Los tensioactivos zwitteridnicos incluyen, pero no se limitan a, CHAPS,
CHAPSO, SB3-10 y SB3-12. Los tensioactivos no iénicos incluyen, pero no se limitan a, digitonina, Triton X-100, Triton
X-114, TWEEN-20 y TWEEN-80. Los tensioactivos también incluyen, pero no se limitan a, lauromacrogol 400,
estearato de polioxilo 40, aceite de ricino hidrogenado 10, 40, 50 y 60, monoestearato de glicerol, polisorbato 40, 60,
65y 80, lecitina de soja y otros fosfolipidos tales como dioleilfosfatidilcolina (DOPC), dimiristoilfosfatidilglicerol (DMPG),
dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) y dioleilfosfatidilglicerol (DOPG); éster de acidos grasos de sacarosa, metilcelulosa y
carboximetilcelulosa. Por tanto, se proporcionan composiciones que comprenden estos tensioactivos, o bien
individualmente o bien como una mezcla en diferentes razones. En las presentes formulaciones, el tensioactivo se
incorpora a una concentracion de aproximadamente 0,01 a aproximadamente 0,5 g/l.

Otros componentes excipientes habituales

Aminoacidos

Los aminoacidos han encontrado un uso versatil en las formulaciones de proteinas como tampones, agentes de carga,
estabilizadores y antioxidantes. La histidina y el acido glutamico se emplean para tamponar las formulaciones de
proteinas en el intervalo de pH de 5,5 a 6,5 y de 4,0 a 5,5, respectivamente. El grupo imidazol de la histidina tiene un
pKa = 6,0 y el grupo carboxilo de la cadena lateral del acido glutamico tiene un pKa de 4,3, lo que hace que estos
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aminoacidos sean adecuados para tamponar en sus intervalos de pH respectivos. El acido glutamico es especialmente
util en estos casos (por ejemplo, Stemgen®). La histidina se encuentra habitualmente en las formulaciones de
proteinas comercializadas (por ejemplo, Xolair®, Herceptin®, Recombinate®), y este aminoacido proporciona una
alternativa al citrato, un tampon conocido por escocer tras su inyeccion. Curiosamente, también se ha informado de
que la histidina tiene un efecto estabilizante, tal como se ha observado en formulaciones con ABX-IL8 (un anticuerpo
IgG2), con respecto a la agregacion cuando se usa a altas concentraciones tanto en presentaciones liquidas como
liofilizadas (Chen B, et al., Pharm Res., 20(12): 1952-60 (2003)). También se observoé que la histidina (hasta 60 mM)
reducia la viscosidad de una formulacion de alta concentracion de este anticuerpo. Sin embargo, en el mismo estudio,
los autores observaron un aumento de la agregacion y decoloracion en las formulaciones que contenian histidina
durante los estudios de congelaciéon-descongelacion del anticuerpo en recipientes de acero inoxidable. Los autores
atribuyeron esto a un efecto de los iones de hierro lixiviados por la corrosion de los recipientes de acero. Otra nota de
precaucion con la histidina es que experimenta fotooxidacion en presencia de iones metalicos (Tomita M, et al.,
Biochemistry, 8(12): 5149-60 (1969)). El uso de la metionina como antioxidante en las formulaciones parece
prometedor; se ha observado que es eficaz contra una serie de tensiones oxidativas (Lam XM, et al., J Pharm Sci.,
86(11): 1250-5 (1997)).

Se ha demostrado que los aminoacidos glicina, prolina, serina y alanina estabilizan las proteinas mediante el
mecanismo de exclusion preferente. La glicina es también un agente de carga habitualmente usado en formulaciones
liofilizadas (por ejemplo, Neumega®, Genotropin®, Humatrope®). La arginina ha demostrado ser un agente eficaz
para inhibir la agregacion y se ha usado tanto en formulaciones liquidas como liofilizadas (por ejemplo, Activase®,
Avonex®, Enbrel® liquido). Ademas, se ha atribuido la eficacia potenciada de replegamiento de determinadas
proteinas en presencia de arginina a su supresion de la reaccién de agregacion competitiva durante el replegamiento.

Antioxidantes

La oxidaciéon de los residuos de las proteinas procede de varias fuentes diferentes. Mas alla de la adicién de
antioxidantes especificos, la prevencién del daio oxidativo de las proteinas implica el control cuidadoso de una serie
de factores a lo largo del procedimiento de fabricacién y almacenamiento del producto, tales como el oxigeno
atmosférico, la temperatura, la exposicion a la luz y la contaminacion quimica. Los antioxidantes farmacéuticos mas
habitualmente usados son agentes reductores, eliminadores de oxigeno/radicales libres o agentes quelantes. Los
antioxidantes en las formulaciones de proteinas terapéuticas son solubles en agua y permanecen activos durante toda
la vida util del producto. Los agentes reductores y los eliminadores de oxigeno/radicales libres acttian eliminando las
especies activas de oxigeno en disolucion. Los agentes quelantes, tales como el EDTA, son eficaces al unir trazas de
contaminantes metalicos que fomentan la formacion de radicales libres. Por ejemplo, el EDTA se us6 en la formulacion
liquida del factor de crecimiento de fibroblastos acido para inhibir la oxidacion catalizada por iones metalicos de los
residuos de cisteina. El EDTA se ha usado en productos comercializados como Kineret® y Ontak®.

Ademas de la eficacia de diversos excipientes para evitar la oxidacion de las proteinas, es preocupante la posibilidad
de que los propios antioxidantes induzcan otros cambios covalentes o fisicos en la proteina. Por ejemplo, los agentes
reductores pueden provocar la interrupcién de los enlaces disulfuro intramoleculares, lo que puede conducir a un
desprendimiento de disulfuro. En presencia de iones de metales de transicién, se ha demostrado que el acido
ascorbico y el EDTA fomentan la oxidacion de la metionina en una serie de proteinas y péptidos (Akers MJ, y Defelippis
MR. Peptides and Proteins as Parenteral Solutions. En: Pharmaceutical Formulation Development of Peptides and
Proteins. Sven Frokjaer, Lars Hovgaard, editores. Pharmaceutical Science. Taylor and Francis, RU (1999)); Fransson
J.R., J. Pharm. Sci. 86(9): 4046-1050 (1997); Yin J, et al., Pharm Res., 21(12): 2377-83 (2004)). Se ha informado de
que el tiosulfato de sodio reduce los niveles de oxidacion de metionina inducida por la luz y la temperatura en rhuMab
HER?2; sin embargo, en este estudio también se informd de la formacion de un aducto de tiosulfato-proteina (Lam XM,
Yang JY, et al., J Pharm Sci. 86(11): 1250-5 (1997)). La seleccion de un antioxidante apropiado se realiza segun las
tensiones y sensibilidades especificas de la proteina.

lones metalicos

En general, los iones de metales de transicion no son deseados en las formulaciones de proteinas porque pueden
catalizar reacciones de degradacion fisica y quimica en las proteinas. Sin embargo, algunos iones metalicos
especificos se incluyen en las formulaciones cuando son cofactores de las proteinas y en las formulaciones en
suspension de proteinas en las que forman complejos de coordinacion (por ejemplo, suspension de zinc de la insulina).
Recientemente, se ha propuesto el uso de iones de magnesio (10-120 mM) para inhibir la isomerizacién del acido
aspartico para dar acido isoaspartico (documento WO 2004039337).

Dos ejemplos en los que los iones metalicos confieren estabilidad o aumentan la actividad de las proteinas son la
desoxirribonucleasa humana (ADNasarh, Pulmozyme®) y el factor VIII. En el caso de la ADNasarh, los iones Ca*?
(hasta 100 mM) aumentaron la estabilidad de la enzima a través de un sitio de union especifico (Chen B, et al., J Pharm
Sci., 88(4): 477-82 (1999)). De hecho, la retirada de los iones de calcio a partir de la disolucion con EGTA provoco un
aumento de la desamidacion y agregacion. Sin embargo, este efecto sélo se observo con los iones Ca*?; se observo
que otros cationes divalentes, Mg*2, Mn*? y Zn*?, desestabilizaban la ADNasarh. Se observaron efectos similares en
el factor VIII. Los iones Ca*? y Sr*? estabilizaron la proteina mientras que otros como Mg*?, Mn*2 y Zn*?, Cu*? y Fe*?

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 887 187 T3

desestabilizaron la enzima (Fatouros, A., et al., Int. J. Pharm., 155, 121-131 (1997). En otro estudio con el factor VIIl,
se observé un aumento significativo de la tasa de agregacion en presencia de iones Al*3 (Derrick TS, et al., J. Pharm.
Sci., 93(10): 2549-57 (2004)). Los autores sefialan que otros excipientes, tales como las sales tampoén, estan a menudo
contaminados con iones Al*® e ilustran la necesidad de usar excipientes de calidad apropiada en los productos
formulados.

Conservantes

Los conservantes son necesarios cuando se desarrollan formulaciones parenterales multiuso que implican mas de
una extraccion a partir del mismo recipiente. Su funcién principal es inhibir el crecimiento microbiano y garantizar la
esterilidad del producto durante toda la vida util o el plazo de uso del medicamento. Los conservantes usados
habitualmente incluyen alcohol bencilico, fenol y m-cresol. Aunque los conservantes tienen una larga historia de uso,
el desarrollo de formulaciones de proteinas que incluyan conservantes puede ser un reto. Los conservantes casi
siempre tienen un efecto desestabilizante (agregacion) sobre las proteinas, y esto se ha convertido en un factor
importante que limita su uso en las formulaciones de proteinas multidosis (Roy S, et al., J Pharm Sci., 94(2): 382-96
(2005)).

Hasta la fecha, la mayoria de los farmacos proteicos se han formulado para un unico uso. Sin embargo, cuando las
formulaciones multidosis son posibles, tienen la ventaja afadida de permitir la comodidad del paciente y una mayor
comercializacion. Un buen ejemplo es el de la hormona de crecimiento humana (hGH), donde el desarrollo de
formulaciones conservadas ha conducido a la comercializacion de presentaciones de pluma de inyeccion mas
convenientes y multiuso. En la actualidad existen en el mercado al menos cuatro dispositivos de pluma que contienen
formulaciones conservadas de hGH. Norditropin® (liquido, Novo Nordisk), Nutropin AQ® (liquido, Genentech) y
Genotropin (liofilizado - cartucho de doble camara, Pharmacia & Upjohn) contienen fenol, mientras que Somatrope®
(Eli Lilly) esta formulado con m-cresol.

Hay que tener en cuenta varios aspectos durante el desarrollo de la formulacién de las formas de dosificacion
conservadas. La concentracion eficaz del conservante en el medicamento debe optimizarse. Esto requiere someter a
prueba un conservante determinado en la forma de dosificacién con intervalos de concentracion que confieran eficacia
antimicrobiana sin comprometer la estabilidad de la proteina. Por ejemplo, en el desarrollo de una formulacién liquida
para el receptor de interleucina 1 (tipo I), se examinaron con éxito tres conservantes usando calorimetria diferencial
de barrido (DSC). Los conservantes se clasificaron basandose en su impacto en la estabilidad a las concentraciones
usadas habitualmente en los productos comercializados (Remmele RL Jr., ef al., Pharm Res., 15(2): 200-8 (1998)).

Algunos conservantes pueden provocar reacciones en el sitio de inyeccion, que es otro factor que debe tenerse en
cuenta a la hora de elegir un conservante. En los ensayos clinicos que se centraron en la evaluacion de conservantes
y tampones en Norditropin, se observo que la percepcion del dolor era menor en las formulaciones que contenian fenol
y alcohol bencilico en comparacién con una formulacién que contenia m-cresol (Kappelgaard A.M., Horm Res. 62
Supl. 3:98-103 (2004)). Curiosamente, entre los conservantes usados habitualmente, el alcohol bencilico posee
propiedades anestésicas (Minogue SC y Sun DA., Anesth Analg., 100(3): 683-6 (2005)).

Liofilizaciéon

También se contempla que las formulaciones que comprenden un polipéptido de VWF de la invencién pueden
liofilizarse antes de su administracion. La liofilizacion se lleva a cabo mediante técnicas habituales en la técnica y debe
optimizarse para la composicion que esté desarrollandose [Tang ef al., Pharm Res. 21:191-200, (2004) y Chang et al.,
Pharm Res. 13:243-9 (1996)].

Un ciclo de liofilizacion se compone, en un aspecto, de tres etapas: congelacién, secado primario y secado secundario
[A.P. Mackenzie, Phil Trans R Soc London, Ser B, Biol 278:167 (1977)]. En la etapa de congelacion, la disolucion se
enfria para iniciar la formacion de hielo. Ademas, esta etapa induce la cristalizacion del agente de carga. El hielo se
sublima en la etapa de secado primario, que se lleva a cabo reduciendo la presion de la camara por debajo de la
presion de vapor del hielo, usando un vacio e introduciendo calor para fomentar la sublimacion. Por ultimo, el agua
adsorbida o ligada se retira en la etapa de secado secundario a una presion de camara reducida y a una temperatura
de estante elevada. El procedimiento produce un material conocido como torta liofilizada. Posteriormente, la torta
puede reconstituirse o bien con agua estéril o bien con un diluyente adecuado para inyeccion.

El ciclo de liofilizaciéon no sélo determina el estado fisico final de los excipientes, sino que también afecta a otros
parametros tales como el tiempo de reconstitucion, el aspecto, la estabilidad y el contenido final de humedad. La
estructura de la composicién en el estado congelado pasa por varias transiciones (por ejemplo, transiciones vitreas,
humectaciones vy cristalizaciones) que se producen a temperaturas especificas y pueden usarse para comprender y
optimizar el proceso de liofilizacion. La temperatura de transicion vitrea (Tg y/o Tg’) puede proporcionar informacion
sobre el estado fisico de un soluto y puede determinarse mediante calorimetria diferencial de barrido (DSC). La Tg y
la Tg' son un parametro importante que debe tenerse en cuenta al disefiar el ciclo de liofilizacion. Por ejemplo, la Tg’
es importante para el secado primario. Ademas, en el estado seco, la temperatura de transicion vitrea proporciona
informacién sobre la temperatura de almacenamiento del producto final.
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Métodos de preparaciéon

La presente invencién contempla ademas métodos para la preparacion de formulaciones farmacéuticas. Una variedad
de portadores acuosos, por ejemplo, agua estéril para inyeccion, agua con conservantes para uso multidosis o agua
con cantidades apropiadas de tensioactivos (por ejemplo, polisorbato-20), solucién salina al 0,4%, glicina al 0,3% o
suspensiones acuosas, pueden contener el compuesto activo en mezcla conjunta con excipientes adecuados para la
fabricacion de suspensiones acuosas. En diversos aspectos, tales excipientes son agentes de suspension, por
ejemplo, carboximetilcelulosa de sodio, metilcelulosa, hidroxipropilmetilcelulosa, alginato de sodio, polivinilpirrolidona,
goma tragacanto y goma arabiga; los agentes dispersantes o humectantes pueden ser un fosfatido que se produce de
manera natural, por ejemplo, lecitina, o productos de condensacién de un 6xido de alquileno con acidos grasos, por
ejemplo, estearato de polioxietileno, o productos de condensacion de oxido de etileno con alcoholes alifaticos de
cadena larga, por ejemplo, heptadecaetilenoxicetanol, o productos de condensacion de 6xido de etileno con ésteres
parciales derivados de acidos grasos y un hexitol, tales como monooleato de polioxietilensorbitol, o productos de
condensacion de 6xido de etileno con ésteres parciales derivados de acidos grasos y anhidridos de hexitol, por
ejemplo, monooleato de polietilensorbitano. Las suspensiones acuosas también pueden contener uno o mas
conservantes, por ejemplo, p-hidroxibenzoato de etilo, o de n-propilo.

Administracién

Para administrar las composiciones a humanos o animales de experimentacién, en un aspecto, las composiciones
comprenden uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables. Las expresiones “farmacéuticamente” o
“farmacolégicamente” aceptable se refieren a entidades moleculares y a composiciones que son estables, inhiben la
degradacion de las proteinas, tales como productos de agregacion y escision, y ademas no producen reacciones
alérgicas u otras reacciones adversas cuando se administran usando vias bien conocidas en la técnica, tal como se
describe a continuacion. Los “portadores farmacéuticamente aceptables” incluyen todos y cada uno de los disolventes,
medios de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos y retardadores de la
absorcion y similares clinicamente utiles, incluyendo los agentes divulgados anteriormente.

Las formulaciones farmacéuticas pueden administrarse por via oral, tdpica, transdérmica, parenteral, por pulverizacion
inhalatoria, vaginal, rectal o por inyeccion intracraneal. El término parenteral, tal como se usa en el presente
documento, incluye inyecciones subcutaneas, intravenosas, intramusculares, inyecciones intracisternales o técnicas
de infusién. También se contempla la administracién por inyeccion intravenosa, intradérmica, intramuscular,
intraperitoneal, intratecal, retrobulbar, intrapulmonar o la implantacién quirdrgica en un lugar determinado. Por lo
general, las composiciones estan esencialmente libres de pir6genos, asi como de otras impurezas que podrian ser
perjudiciales para el receptor.

Pueden llevarse a cabo administraciones Unicas o multiples de las composiciones, siendo el médico responsable quien
seleccione los niveles de dosis y la pauta. Para la prevencion o el tratamiento de una enfermedad, la dosificacion
adecuada dependera del tipo de enfermedad que va a tratarse, tal y como se ha definido anteriormente, de la gravedad
y el transcurso de la enfermedad, de si el farmaco se administra con fines preventivos o terapéuticos, de la terapia
previa, de la anamnesis del paciente y de su respuesta al farmaco, asi como del criterio del médico especialista.

Kits

Como aspecto adicional, la invencion incluye kits que comprenden una o mas formulaciones farmacéuticas envasadas
de una manera que facilita su uso para la administracién a los sujetos. En una realizacion, un kit de este tipo incluye
la formulacion farmacéutica descrita en el presente documento (por ejemplo, una composicién que comprende una
proteina o un péptido terapéutico), envasada en un recipiente tal como una botella o un frasco sellado, con una etiqueta
fijada al recipiente o incluida en el envase que describe el uso del compuesto o la composicién en la practica del
método. En una realizacion, la formulacién farmacéutica se envasa en el recipiente de manera que la cantidad de
espacio de cabeza en el recipiente (por ejemplo, la cantidad de aire entre la formulacion liquida y la parte superior del
recipiente) es muy pequefia. Preferiblemente, la cantidad de espacio de cabeza es insignificante (es decir, casi
inexistente). En una realizacion, el kit contiene un primer recipiente con una composicion de proteinas o péptidos
terapéuticos y un segundo recipiente con una disolucion de reconstitucion fisiolégicamente aceptable para la
composiciéon. En un aspecto, la formulacion farmacéutica esta envasada en una forma de dosificacion unitaria. El kit
puede incluir ademas un dispositivo adecuado para administrar la formulaciéon farmacéutica segin una via de
administracion especifica. Preferiblemente, el kit contiene una etiqueta que describe el uso de las formulaciones
farmacéuticas.

Dosificaciones
La pauta posolégica implicada en un método para tratar un estado descrito en el presente documento la determinara
el médico especialista, teniendo en cuenta diversos factores que modifican la accién de los farmacos, por ejemplo, la

edad, el estado, el peso corporal, el sexo y la dieta del paciente, la gravedad de cualquier infeccion, el tiempo de
administracion y otros factores clinicos. A modo de ejemplo, una dosis tipica de un VWF recombinante de la presente
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invencion es de aproximadamente 50 U/kg, equivalente a 500 pg/kg.

Las formulaciones de la invencion pueden administrarse mediante un bolo inicial seguido de una infusién continua
para mantener los niveles terapéuticos circulantes del medicamento. Como otro ejemplo, el compuesto de la invencion
puede administrarse como una dosis Unica. Los expertos habituales en la técnica optimizaran facilmente las dosis
eficaces y las pautas de administracion segun la buena practica médica y el estado clinico de cada paciente. La
frecuencia de la administracion de dosis dependera de los parametros farmacocinéticos de los agentes y de la via de
administracion. El experto en la técnica determinara la formulacion farmacéutica éptima dependiendo de la via de
administracion y de la dosificacion deseada. Véase, por ejemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 182 ed. (1990,
Mack Publishing Co., Easton, PA 18042) paginas 1435-1712. Tales formulaciones pueden influir en el estado fisico,
la estabilidad, la tasa de liberacion in vivo y la tasa de aclaramiento in vivo de los agentes administrados. Dependiendo
de la via de administracion, puede calcularse una dosis adecuada en funcion del peso corporal, el area de superficie
corporal o el tamafio de los érganos. Las dosis adecuadas pueden determinarse mediante el uso de ensayos
establecidos para determinar las dosificaciones a nivel sanguineo junto con los datos apropiados de respuesta a la
dosis. La pauta posoldgica final la determinara el médico especialista, teniendo en cuenta diversos factores que
modifican la accion de los farmacos, por ejemplo, la actividad especifica del farmaco, la gravedad del dafio y la
capacidad de respuesta del paciente, la edad, el estado, el peso corporal, el sexo y la dieta del paciente, la gravedad
de cualquier infeccion, el tiempo de administracién y otros factores clinicos. A medida que se lleven a cabo estudios,
surgira mas informacion sobre los niveles de dosificacion y la duracién del tratamiento adecuados para las distintas
enfermedades y estados.

Los siguientes ejemplos no pretenden ser limitativos, sino sélo a modo de ejemplo de realizaciones especificas de la
invencion.

Ejemplo 1
Experimentos de agitacion

Con el fin de determinar la cantidad de precipitacion de rVWF en diversas formulaciones, se sometié a prueba el
porcentaje de recuperacion de rVWF tras la agitacion turbulenta en diversas condiciones.

Se sometié rVWF en tampon Advate (NaCl 90 mM, CaCl, 1,68 mM, L-histidina 10 mM, Tris 10 mM, glutation 0,26 mM,
trehalosa 23,4 mM, manitol 175,7 mM y TWEEN-80 0,1 g/, pH 7,0) o tampdn Advate 1:3 (tampdn Advate diluido 3
veces en agua) a agitacion turbulenta en un agitador a temperatura ambiente (TA) durante 0 minutos, 1 minuto, 2,5
horas o 4 dias, y se midi6 el porcentaje de recuperacion de rVWF en relacion con el material de partida antes de la
agitacion. Tal como se muestra en la tabla 1, se observaron pérdidas de aproximadamente el 40-80% en tampdn
Advate, mientras que se observaron pérdidas de aproximadamente el 20-30% en tampdn Advate 1:3. El antigeno de
VWEF, VWF:Ag, corresponde a la cantidad de VWF que puede detectarse en un ELISA especifico de VWF usando un
anticuerpo policlonal anti-VWF, mientras que VWF:RCo corresponde a la cantidad de VWF que provoca la aglutinacion
de plaquetas estabilizadas en presencia de ristocetina. En ambos casos, como patréon se usé plasma humano de
referencia calibrado frente al patron real de la OMS (1 ml de plasma de referencia contiene habitualmente 1 U de
VWEF).

Tabla 1. Influencia del tiempo de agitacion turbulenta en la recuperacion de rVWF

r'VWF | Agitacion VWF:Ag Recuperacion |VWF:RCo |Recuperacion |RCo/VWF:Ag
turbulenta a TA | [U/ml] [%] [U/mi] [%] [U/U]
Advate 0 minutos 213 100% 104 100% 0,49
1 minuto 120 56%
2,5 horas 139 65%
4d 37 17% 7 7% 0,19
Advate 0 minutos 206 100% 134 100% 0,65
1:3 1 minuto 152 74%
2,5 horas 170 82%
4d 138 67% 131 98% 0,95

También se sometié a prueba el efecto de la congelacion/descongelacion vy la liofilizacién en los experimentos de
agitacion. La congelacion se realiz6 a -20°C en una camara frigorifica a -20°C o en hielo seco, la descongelacion en
ambos casos a TA y en ambos casos se partio de las formulaciones liquidas. En cuanto a la liofilizacion, las muestras
de VWF formuladas descritas en el presente documento se congelaron dentro de un liofilizador a escala piloto a <=-
40°C y se liofilizaron usando un programa de liofilizacién convencional. La agitacion se realizé directamente con las
formulaciones liquidas (2 ml en viales de 5 ml). Tal como se muestra en la tabla 2, el porcentaje de recuperacion de
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rVWF fue mayor en tampén Advate 1:3 en comparacion con tampon Advate.

Tabla 2.
rVWF VWF:Ag |Recuperacion de | VWF:RCo |Recuperacién de |RCo:Ag
[U/mlI] VWEF:Ag [%] [U/mlI] VWF:RCo [%] [U/U]

Advate |Congelado 213 100% 104 100% 0,49
Congelado - 3x 229 107% 84 81% 0,37
a -20°C
Congelado - 3x 231 108% 72 69% 0,31
con hielo seco
Liofilizado 242 113% 61 59% 0,25
Material de 213 100% 104 100% 0,49
partida
Muy  agitado 37,0 17% 7,2 6,9% 0,19
durante 4 dias
aTA

Advate |Congelado 206 100% 134 100% 0,65

1:3 Congelado - 3x 184 89% 132 99% 0,72
a -20°C
Congelado - 3x 195 94% 128 96% 0,66
con hielo seco
Liofilizado 195 94% 107 80% 0,55
Material de 206 100% 134 100% 0,65
partida
Muy  agitado 138 67% 131 98% 0,95
durante 4 dias
aTA

También se midi6 el porcentaje de recuperacion en los experimentos de agitacion con el rVWF almacenado en jeringas
con espacio de cabeza y sin espacio de cabeza. Curiosamente, cuando el rVWF se almacena en jeringas sin espacio
de cabeza y se agita tal como se describi6 anteriormente, no se observé ninguna precipitacion de r'VWF. En cambio,
cuando el 'VWF se almacena en jeringas con espacio de cabeza, se observo algo de precipitacion.

En resumen, la agitacién turbulenta dio lugar a una pérdida de al menos el 30% de rVWF en tampon Advate o en
tampon Advate 1:3, y el tampon Advate mostré una mayor pérdida de recuperacion en comparacion con el tampdn
Advate 1:3. Curiosamente, los mismos precipitados observados en los experimentos de agitacion turbulenta no se
observaron cuando el r'VWF se almacend y transport6 ~5000 km en un automovil (que representa la agitacion
esperada durante el transporte). La precipitacion de rVWF pudo eliminarse mediante el almacenamiento en jeringas
sin espacio de cabeza.

Ejemplo 2
Estabilidad de VWF recombinante

Se sometié a prueba la estabilidad de rVWF evaluando el nivel de actividad de rVWF presente en diversas
formulaciones.

Tal como se muestra en la figura 1, el rVWF no es estable en tampdn Advate después de 26 semanas debido a la
presencia de glutation 0,3 mM. Sin embargo, tal como se muestra en la figura 2, el rVWF es mas estable en tampon
Advate 1:3 (por ejemplo, durante un maximo de 12 semanas a 4°C).

Tal como se muestra en la figura 3, la estabilidad de una formulacion a base de citrato (citrato de sodio 15 mM, CaCl,
10 mM, NaCl 100 mM, pH 7,0) es mejor que la formulacién en tampon Advate 1:3 que contiene glutation 0,1 M.

Asimismo, se midio la concentracion de rVWF a lo largo del tiempo en diversos tampones. Tal como se muestra en la

figura 4, la figura 5 y la figura 6, la concentracion de rVWF es estable a lo largo del tiempo en tampon Advate, tampon
Advate 1:3 y tampon a base de citrato, respectivamente.
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Ejemplo 4

Caracterizacion de las formulaciones liquidas

Se uso6 calorimetria diferencial de barrido (DSC) para evaluar el grado de desplegamiento de la proteina (rVWF) en
diversos tampones. Tal como se muestra en la tabla 3, el tampoén Advate, pH 7,0, es el éptimo para la estabilizacion.

La DSC es una técnica termoanalitica en la que se mide la diferencia en la cantidad de calor necesario para aumentar
la temperatura de una muestra y las referencias en funcion de la temperatura. El resultado de un experimento de DSC
es una curva de flujo de calor frente a la temperatura o frente al tiempo.

El calorimetro diferencial de barrido puede examinar a través de un intervalo de temperaturas mientras se calienta 'y
se enfria y determina una transicion de fase, es decir, la fusion, la cristalizacion o la transicion vitrea, midiendo la
cantidad de calor necesario para alcanzar una temperatura determinada. El calorimetro se calibré con un conjunto de
metales puros (zinc, indio y estafio) que tienen una capacidad calorifica, Cp, y un punto de fusién, Tm, conocidos. El
tampon de referencia respectivo se colocé en el capilar de referencia y la muestra de r'VWF se colocé en el capilar de
muestra del instrumento.

Tabla 3. Temperatura de desplegamiento en diversos tampones

Lote Tampoén pH T de desplegamiento [°C]
r'VWF161A Advate 7,0 66,0
r'VWF161B Immunate 6,8 64,5
r'VWF161C Citrato 6,8 61,2
r'VWF161D NovoSeven 6,8 64,9
rVWF158 Hepes 7.4 61,3

Componentes y concentraciones del tampon:

A) Advate: NaCl 5,26 g/l
CaCl, 0,248 g/l
D-Manitol 32 g/l
Trehalosa 8 g/l
L-Histidina 1,56 g/l
Tris 1,2 g/l
Glutation red. 0,08 g/l pH=7,0

B) Immunate: Glicina 5,25 g/l
NaCl 2,2 g/l
NaCit3 5,25 g/l
Lisina-HCI 5,25 g/l
CaCl, 0,62 g/l pH=6,8

C) Citrato: Glicina 3 g/l
NaCl 2,92 g/I
NaCit3 2,5 g/l
D-Manitol 30 g/l
Trehalosa 10 g/l pH=6,8

D) NovoSeven: Glicina 0,75 g/l
NaCl 2,92 g/I
CaCl, 1,47 g/l
D-Manitol 30 g/l pH=6,8

rVWF158: Hepes 20 mM, NaCl 150 mM, sacarosa 5 g/l, pH 7,4

Ademas, tal como se muestra en la figura 7, la mayoria de los excipientes de la formulacion aumentan la temperatura
de desplegamiento en aproximadamente 1-2°C. La figura 8 muestra que CaCl, 10 mM aumenta la temperatura de
desplegamiento en de ~8°C hasta ~67°C, una temperatura de desplegamiento que también puede alcanzar el tampdn
Advate. Este efecto del CaCl, es similar a pH 7,3 y a pH 6,5, tal como se muestra en la figura 9. Por ultimo, se analizé
el efecto de la trehalosa y la sacarosa sobre la temperatura de desplegamiento. En comparacion con el citrato solo, ni
la trehalosa ni la sacarosa aumentaron la temperatura de desplegamiento de rVWF. En la tabla 4 se expone un
resumen de los datos de la temperatura de desplegamiento (Tmax) de rVWF en presencia de diversos excipientes.

16



Tabla 4.

ES 2 887 187 T3

Tampon citrato de - Tris 15 mM | Glicina 15 mM | NaCl 50 mM
sodio 15 mM
AH [kJ/mol] 128494,3 | 656259,7 157352,2 124985,8
T de 58,6 59,1 61
desplegamiento
[°C] - Pico 1
Pico 2 65,2 68,5 65,5
Pico 3 80,4 80,1 81
Pico 4
Tampon citrato de | Histidina Manitol Trehalosa
sodio 15 mM 15 mM 20,52 g/l 10,26 g/l
AH [kJ/mol] 134044,5 | 1588590,1 612235,9
T de 59,2 58,5 58,5
desplegamiento
[°C] - Pico 1
Pico 2 65,2 65,5 71,3
Pico 3 79,3 78,2 81,5
Pico 4 88,5 92,7
Tampon citrato de CaCl, CaCl, Sacarosa Sacarosa
sodio 15 mM 1 mM 10 mM 32 g/l 0,25 mM
AH [kJ/mol] 266008,2 | 308171,3 115082,4 246904,6
T de 64,5 67,2 59,2 60
desplegamiento
[°C] - Pico 1
Pico 2 66 67
Pico 3 81 83,1 81,1 81,7
Pico 4 91,8 93
Tampon citrato de | TWEEN- Rafinosa | Na;HPO4/NaH Trehalosa
sodio 15 mM 80 0,1 g/l 32 g/l PO, 7,8 mM
AH [kJ/mol] 338792,7 | 127329,2 197967,5 135573,3
T de 58,7 60,1 61,4 58,4
desplegamiento
[°C] - Pico 1
Pico 2 64,4 65,8 65,4
Pico 3 81,6 80,3 80,4 80,4
Pico 4 89,2

Ademas de los diversos tampones, se us6é DSC para evaluar la temperatura de desplegamiento de rVWF a diversos
valores de pH en tampoén Advate. Los resultados se muestran en la tabla 5, a continuacién. El tampén Advate, pH 7,0,
es el 6ptimo para la estabilizacion (es decir, la temperatura de desplegamiento mas alta; pico 1) de rVWF.

Tabla 5.
pH Pico 1 Pico 2
5,0 59,5 62,0
6,0 65,2 75,4
7,0 67,2 82,8
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8,0 66,6 85,6
9,0 65,0 84,9

Se evalud el espectro de fluorescencia de r'VWF en tampon Advate y en tampén Advate 1:3 después de su
almacenamiento a diversas temperaturas durante diversos periodos de tiempo. No se observé ningun (o sélo un ligero)
cambio en el espectro de fluorescencia después del almacenamiento a 40°C de desde 0 hasta 28 dias en ninguno de
los tampones Advate o Advate 1:3. No se observé ninguna diferencia a otras temperaturas.

Asimismo, se evalué la degradacion de rVWF mediante filtracion en gel (Superose 6). Mientras que se observé algo
de degradacion después de 26 semanas a 4°C en tampdn Advate, no se observé casi ninguna degradacion de r'VWF
en tampodn Advate 1:3 después de 26 semanas a 4°C. A 40°C, el glutation aumento la cantidad de degradacion a lo
largo del tiempo (aunque en un grado mas lento en tampon Advate 1:3).

Basandose en los ejemplos anteriores, el tampdén Advate 1:3 ofrece una ventaja con respecto a la
congelacién/descongelacion y a la recuperacion después de la liofilizacion en comparacién con el tampon Advate sin
diluir. Ademas, el tampdn Advate 1:3 puede estabilizar la actividad (por ejemplo, mantener la actividad biolégica) de
rVWF durante la incubacion a 40°C mejor que el tampon Advate. El rVWF en tampdn Advate 1:3 es estable durante 4
semanas de incubacion a 4°C. Por ultimo, la DSC ha demostrado que el pH 7,0 es éptimo para evitar la degradacion
de rVWF (es decir, mostro la temperatura de desplegamiento mas alta).

Por tanto, en vista de los datos presentados en el presente documento, se propuso una formulacién para rVYWF que
incluye citrato 15 mM (o glicina o hitidina), CaCl, 10 mM, pH 6,5-7,3, ajustada a la osmolaridad deseada mediante
NaCl. Por ejemplo, en una realizacion, la formula a base de citrato es citrato de sodio 15 mM, CaCl, 10 mM, NaCl 100
mM, pH 7,0.

Alternativamente, también se contempla un tampén Advate o Advate 1:3, sin glutation: Advate: NaCl 90 mM, CaCl,
1,68 mM, L-histidina 10 mM, Tris 10 mM, glutatién 0,26 mM, trehalosa 23,4 mM, manitol 175,7 mM y TWEEN-80
0,1 g/l, pH 7,0; Advate 1:3: NaCl 30 mM, CaCl, 0,56 mM, L-histidina 3,3 mM, Tris 3,3 mM, trehalosa 7,8 mM, manitol
58,6 mM y TWEEN-80 0,03 g/I, pH 7,0.
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agctcacage
tatctececcece
gagctgtage
gcaccattgt
gcaggggaag
gccagggace
ttteggaagt
cagttaccte
gaatggcaag
tgtcaatggt
gctgtatcta
ggccaggatc
gacctgeggg
agggaccttg
acagtggtgt
gcagaaggge

ccaccctetg

tattgtggtg
agcagtgggg
agacctgatt
ccagcagctg
atgattcctg
ctttgtgecag
gacttecgtca
ctggcagggg
agagtgagcce
accgtgacac
gaaactgagg
gatggcagcg
ctgtgtggeca
acctecggace
gaacgggcat
ctgtgggage

gtggaccecg

ggaaagggag

actccacagce
gagecctttge
agtttcccag
ccagatttge
aaggaactcg
acacctttga
gctgeccagaa
tecteegtgta

agggggacca

ctgggtacta
gcaactttca
actttaacat
cttatgactt
ctccteccag

agtgccagcet

agccttttgt
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ggtggttggt

ccctgggceta
agcagctgag
ggaccttgga
cggggtgetg
cggcaggtca
tgggagcatg
acgcteccette
tettggggaa
aagagtctce
caagctgtce
agtcctgcetg
ctttgctgaa
tgccaacteca
cagctcatge
tectgaagage

ggccctgtgt

ggatgtcaca

cataacagca
agcatggecet
gatagccgca
cttgctetgg
tecacggecece
tacagctttg
tecgattattg
ttttttgaca
atgeccctatg
ggtgaggcct
tcagacagat
gatgacttta
tgggetetga
aacatctcct

acctcggtgt

gagaagactt
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gecttgggett
agacagtccg
agggtgggeg
gccctecattt
cccteatttt
gatgcagcct
cgggatactg
gggacttcca
tccatttgtt
cctccaaagg
atggetttgt
acttcaacaa
tgacccaaga
gcagtggaga
ctggggaaat
ttgeececgetg

tgtgtgagtg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



tgetgggggg
ggagggaatg
tggtatggag
caatgaaatg
ggatgaagge
ceccteceegge
gatctgcagce
gagctttgac
ttgeecaggac
cgctgtgtge
actgaagcat
aggtgacctce
cctgcagatg
cgggaagace
ccectetggg
ggactgccag
caggttectee
tgecegtecage
cggccgegag
cgtgcgegtce
gtacctgcag
ggaatgcaat
gaggggggac
gccagaagac
ctgtaccatg
gtctecatege
cgctgacaac
ggagtgcatg
tgagaacaga
ccetggagaa
ctgecacagac

cttegacggg

ctggagtgeg
gtgctgtacg
tataggcagt
tgtcaggage
ctetgegtgg
acctccctet
aatgaagaat
aacagatact
cactcettet
acccgetecg
ggggcaggag
cgecatccage
gactgggatg
tgeggeectgt
ctggcggage
gacctgcaga
gaggaggegt
ccgctgecect
tgecctgtgeg
gcgtggegeg
tgegggaccee
gaggcctgcee
tgegtgececa
atcttctcag
agtggagtce
agcaaaagga
ctgegggetg
agcatgggct
tgtgtggece
acagtgaaga
catgtgtgtg

ctcaaatace

cctgecetge
gctggaccga
gtgtgtcecece
gatgegtgga
agagcaccga
ctcgagactg
gtccagggga
tcaccttcag
ccattgtecat
tcaccgtceg
ttgccatgga
atacagtgac
gcegegggag
gtgggaatta
ccegggtgga
agcagcacag
gcgeggtecet
acctgcggaa
gcgecctgge
agccaggccg
cctgecaacct
tggagggctg
aggecccagtg
accatcacac
ccggaagett
gcctatectg
aagggctcga
gtgtctetgg
tggaaaggtg
ttggectgeaa

atgeccacgtg

tgtteecegg
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ccteetggag
ccacagcgceg
ttgegecagg
tggctgecage
gtgteectge
caacacctge
gtgccttgte
tgggatctge
tgagactgte
gctgectgge
tggccaggac
ggcctecegtg
getgetggtg
caatggcaac
ggacttcggg
cgatccctge
gacgtceccece
ctgcegetac
cagctatgece
ctgtgagctg
gacctgecege
cttetgeccee
ccectgttac
catgtgctac
getgectgac
teggeccecce
gtgtaccaaa
ctgecctetge
tcecctgette
cacttgtgte

ctecacgate

ggagtgccag

tacgeeccgga
tgcagcccag
acctgccaga
tgeceetgagg
gtgcattceg
atttgeccgaa
acaggtcaat
cagtacctge
cagtgtgetg
ctgcacaaca
gtccagctcece
cgectcaget
aagctgtcecce
cagggegacg
aacgcctgga
gccctcaacc
acattcgagg
gacgtgtget
gceggectgeg
aactgcccga
tectectetett
ccagggctet
tatgacggtg
tgtgaggatg
gcetgtectea
atggtcaagce
acgtgccaga
ccceccgggea
catcagggca
tgtegggace
ggcatggece

tacgttetgg
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cctgtgecca
tgtgcectge
gcctgcacat
gacagctcct
gaaagcgcta
acagccagtg
cacacttcaa
tggceceggga
atgaccgega
gecttgtgaa
ccctecctgaa
acggggagga
ccgtctatge
acttccttac
agctgcacgg
cgcgcatgac
cctgeecateg
cctgetegga
cggggagagg
aaggccaggt
acccggatga
acatggatga
agatcttecca
gcttcatgca
gcagtcccect
tggtgtgtce
actatgacct
tggtceggea
aggagtatgc
ggaagtggaa
actacctcac

tgcaggatta

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940



ctgecggecagt
ctcagtgaaa
tgacggggag
gtctggeegg
cctgagecate
gaattttgat
cecctgtggac
gectcectggac
ttcectectgt
cgagccatat
cgcecectgette
ggtgacctgg
gaacgggtat
tcagcaccct
ccctecaggg
agtgtgtgag
tgaccectgag
ccaggagccg
gtatgtggag
cctggtette
ggecctttgtg
cgtggtggag
gtcagagcetg
cagcgaggte
ctcecegeate
tgteegectac
geccccatgee
cttegtgetg
ctgtgacett
tgtgggeeceg

ggatgtggeg

aaccctggga
tgcaagaaac
gtgaatgtga
tacatcattce
tecegtggtee
ggcatccaga
tttgggaact
tcatcecectg
agaatcctta
ctggatgtet
tgcgacacca
aggacggcca
gagtgtgagt
gagccactgg
aaaatcctgg
gtggctggee
cactgccaga
ggaggcctgg
gacatctecgg
ctgetggatg
gtggacatga
taccacgacg
cggegeattg
ttgaaataca
accctgetece
gtcecagggee
aacctcaage
agcagtgtgg

gceccctgaag

gggctettgg

ttegtectgg

ccttteggat
gggtcaccat
agaggcccat
tgetgetggg
tgaagcagac
acaatgacct
cctggaaagt
ccacctgeca
ccagtgacgt
gcatttacga
ttgetgecta
cattgtgece
ggecgctataa
cctgecectgt
atgagctttt
ggegttttge
tttgeccactg
tggtgectee
aaccgecgtt
gctectecag
tggagcggcet
gcteccacge
ccagccaggt
cactgttcca
tgatggececag
tgaagaagaa
agatccgect
atgagctgga
ccectectee
gggtttcgac

aaggatcgga
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cctagtgggg
cctggtggag
gaaggatgag
caaagcccte
ataccaggag
caccagcagce
gagctegeag
taacaacatc
cttccaggac
cacctgcetcee
tgceccacgtg
ccagagctge
cagctgtgca
gcagtgtgtg
gcagacctge
ctcaggaaag
tgatgttgte
cacagatgcce
gcacgattte
getgtecgag
gcgeatctcee
ctacatcggg
gaagtatgceg
aatcttcage
ccaggagcce
gaaggtcatt
catcgagaag
gcagcaaagg
tactectgecece
cctggggece

caaaattggt

aataagggat
ggaggagaga
actcactttg
teegtggtet

aaagtgtgtg

aacctccaag
tgtgectgaca
atgaagcaga
tgcaacaagc
tgtgagtcca
tgtgececage
gaggagagga
cctgeectgte
gagggctgee
gttgaccctg
aaagtcacct
aacctcacct
ccggtgagec
tactgecageca
gctgagtttg
cagaagtggg
ctcaaggacc
ggecagecagg
aagatcgacc
caacggatgt
gtgatcecegg
caggcccctg
gacgagatcg
ceccgacatgg
aagaggaact

gaagccgact

21

gcagccacce
ttgagctgtt
aggtggtgga
gggaccgeca
gectgtgtgg
tggaggaaga
ccagaaaagt
cgatggtgga
tggtggacce
ttggggactg
atggcaaggt
atctcecggga
aagtcacgtg
atgcccactg
aagactgtcce
tgaatcccag
gtgaagccetg
ccaccactct
ggctactgga
aagtgctgaa
tcegegtgge
ggaagcgace
tggectecac
gcecctgaage
cccggaactt
tgggcattgg
agaacaaggc
ttagctacct
cacaagtcac
ccatggttet

tcaacaggag

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800



caaggagtte
cacggtgctg
caaaggggac
cactgggctg
ggagcaggeg
gaggctgecct
ggagctggag
ccecegagag
cecccacecte
tggectectee
catttcaaaa
catcaccace
tgtggacgte
tgtgegatac
catectggte
caacagagtg
gatcttggea
ccctaccatg
gatttgcatg
ccagtgccac
caactgtgac
agagacctgt
categtgace
tcaaaacaag
aaggcagggc
cagtgacatg
catggaagtc
catcttcaca
tgcttcaaag
gctgagggat
geggecaggg

ccactgeecag

atggaggagg
cagtactcct
atcctgecage
gecectgeggt
ccecaacctgg
ggagacatce
aggattggct
gecteoctgace
tececctgeac
agtttcccag
gccaatatag
attgacgtge
atgcageggg
ttgacttcag
acggacgtct
acagtgttcc
ggcccageag
gtcacecttgg
gatgaggatg
accgtgactt
cgggggctga
ggctgeeget
tttgatggge
gagcaggacc
tgcatgaaat
gaggtgacgg
aacgtttatg
ttcactccac
acgtatggtc
ggcacagtca
cagacgtgce

gtectectet

tgattecageg
acatggtgac
gggtgcgaga
acctctctga
tctacatggt
aggtggtgcee
ggcccaatgc
tggtgetgea
ctgactgcag
cttcttattt
ggcctecgtcet
catggaacgt
agggaggccc
aaatgcatgg
ctgtggattce
ctattggaat
gcgactccaa
gcaattecett
ggaatgagaa
gccagccaga
ggccttegtg
ggacctgece
agaatttcaa
tggaggtgat
ccatcgaggt
tgaatgggag
gtgccatcat
aaaacaatga
tgtgtgggat
ccacagactg
agcccatccet

taccactgtt
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gatggatgtg
tgtggagtac
gatccgetac
ccacagctte
caccggaaat
cattggagtg
ccctatcctce
gaggtgetge
ccageccectg
tgatgaaatg
cactcaggtg
ggtcccggag
cagccaaatc
tgecaggecg
agtggatgca
tggagatcgc
cgtggtgaag
cctecacaaa
gaggcecggg
tggccagacc
ccctaacage
ctgegtgtge
getgactgge
tctccataat
gaagcacagt
actggtctet
gcatgaggte
gttccaactg
ctgtgatgag
gaaaacactt
ggaggageag

tgectgaatge

ggccaggaca
cccttcageg
cagggcggea
ttggtcagee
cctgectetg
ggccctaatg
atccaggact
tccggagagg
gacgtgatce
aagagtttcg
tcagtgctge
aaagcccatt
ggggatgccet
ggagectcaa
gcagctgatg
tacgatgcag
cteccagcgaa
ctgtgetetg
gacgtctgga
ttgctgaaga
cagteccccectg
acaggcagct
agetgttett
ggtgcctgeca
gcecteteeg
gttecttacg
agattcaatec
cagctcagce
aacggagcca
gttcaggaat
tgtettgtee

cacaaggtce
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gecatccacgt
aggcacagtc
acaggaccaa
agggtgaccg
atgagatcaa
ccaacgtgca
ttgagacgct
ggctgecagat
tteteetgga
ccaaggcettt
agtatggaag
tgectgagect
tgggectttge
aggeggtggt
ccgecaggte
cccagctacg
tcgaagaccet
gatttgttag
ccttgeccaga
gtcatcgggt
ttaaagtgga
ccactcggea
atgtcctatt
gcecctggage
tcegagetgea
tgggtgggaa
accttggtca
ccaagacttt
atgacttcat
ggactgtgca
ccgacagete

tggectecage

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720



cacattctat
cgecctettat
tttetgtget
ccggeactgt
cecctecagat
cattggtgag
ctgtcagate
cacggccaaa
ccagtgctge
gectcecactgt
cttcacctge
gcaccgtttg
ctgtgtcaac
ctgtggetgt
ctaccctgtg
ggatgccgtg
tcggteggge
tgcetgtgag
cggctcccag
ggaggaggtc
cceccteggge
gcgecatggag
cgatgtgtge
ggagtgcagg
aggtgaatgt
gatcatgaca
ggtcaatgag
tgaacacaag
cacatgtgag
aagctgtaag
agccatgtac
acggacggag
ggttctcaat
cagctgcatg
agtecctcetge

tettgcaaaa

gccatctgee
gcccacctet
atgtcatgcee
gatggcaacg
aaagtcatgt
gatggagtce
tgcacatgee
gctcccacgt
cccgagtatg
gaacgtggee
gcctgecagga
cccaccette
tccacagtga
accacaacca
ggccagttet
atgggcctcee
ttcacttacg
gtggtgactg
tgggcctcecee
tttatacaac
tttcagcectga
gcctgeatge
acgacctgee
aagaccacct
tgtgggagat
ctgaagegtg
agaggagagt
tgtetggetg
gagcctgagt
tectgaagtag
tccattgaca
cccatgecagg
gccatggagt
ggtgecctget
atgttctgcet

ggc

agcaggacag
gtcggaccaa
caccatctct
tgagctcectg
tggaaggcag
agcaccagtt
tcagegggeg
gtggectgtg
agtgtgtgtg
tecageccac
aggaggagtg
ggaagaccca
gctgtcecect
cctgecttee
gggaggaggg
gegtggececa
ttectgeatga
gctcacecgeg
cggagaacce
aaaggaacgt
gctgtaagac
tcaatggcac
getgeatggt
gcaacccctg
gtttgectac
atgagacgct
acttctggga
agggaggtaa
gcaacgacat
aggtggatat
tcaacgatgt
tggcectgea
gcaaatgcte
getgectgee

cttgtgcect
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ttgeccaccag
cggggtctge
ggtctacaac
tggggaccat
ctgtgtcecct
cectggaagee
gaaggtcaac
tgaagtagce
tgacccagtg
actgaccaac
caaaagagtg
gtgctgtgat
tgggtacttg
cgacaaggtg
ctgcgatgtg
gtgcteccag
aggcgagtge
gggggactce
ctgcctecate
ctectgecee
ctcagegtge
tgtcattggg
gcaggtgggg
cceccctggat
ggcttgeace
ccaggatgge
gaagagggte
aattatgaaa
cactgeccagg
ccactactge
gcaggaccag
ctgcaccaat
ccccaggaag
ttggectgat

tctgageccea

gagcaagtgt
gttgactgga
cactgtgagce
ccctecgaag
gaagaggcct
tgggtccegg
tgcacaacge
cgececteegee
agctgtgacc
cctggegagt
tcceccaccect
gagtatgagt
gcctcaactg
tgtgteccace
tgcacctgea
aagccctgtg
tgtggaaggt
cagtcttect
aatgagtgtg
cagctggagg
tgceccaaget
ccegggaaga
gtcatctetg
tacaaggaag
attcagctaa
tgtgatacte
acaggctgcece
attccaggca
ctgecagtatg
cagggcaaat
tgecteectget
ggctetgttg
tgcagcaagt
ggccaggcca

caataaaggce
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gtgaggtgat
ggacacctga
atggctgtce
gctgtttetg
gcactcagtg
accaccagce
agccctgece
agaatgcaga
tgcceccagt
gcagacccaa
cctgeccecceee
gtgecctgcecaa
ccaccaatga
gaagcaccat
ccgacatgga
aggacagctg
gcectgecate
ggaagagtgt
tccgagtgaa
tecectgtetg
gtcgetgtga
ctgtgatgat
gattcaaget
aaaataacac
gaggaggaca
acttctgcaa
caccctttga
cctgectgtga
tcaaggtggg
gtgccagcaa
gctctecgac
tgtaccatga
gaggctgcetg
gagtgectgee

tgagctetta

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7320

7380

7440

7500

7560

7620

7680

7740

7800

7860

7920

7980

8040

8100

8160

8220

8280

8340

8400

8460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8833



10

15

<210> 2
<211> 2783
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> prepro-vWF

<400> 2
Met Ile Pro

1

Thr

Ser

Ser

Arg

Leu

Gly

Lys

Gly

Ser

Leu

Leu

Phe

50

Ser

Ser

Thr

Leu

Phe

130

Asp

Cys

Phe

35

Ala

Phe

val

val

Glu

115

val

Arg

Ala

Ala

20

Gly

Gly

Ser

Tyr

Thr

100

Thr

Ala

Tyr

Arg

Glu

Ser

Tyr

Ile

Leu

85

Gln

Glu

Arg

Phe

Phe

Gly

Asp

Cys

Ile

70

Gly

Gly

Ala

Ile

Asn

Ala

Thr

Phe

Ser

55

Gly

Glu

Asp

Gly

Asp

135

Lys

Gly

Arg

val

40

Tyr

Asp

Phe

Gln

Tyr

120

Gly

Thr
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val

Gly

25

Asn

Leu

Phe

Phe

Arg

105

Tyr

Ser

Cys

Leu

10

Arg

Thr

Leu

Gln

Asp

90

Val

Lys

Gly

Gly

Leu

Ser

Phe

Ala

Asn

75

Ile

Ser

Leu

Asn

Leu

Leu

Ser

Asp

Gly

60

Gly

His

Met

Ser

Phe

140

Cys

24

Ile

Thr

Gly

45

Gly

Lys

Leu

Pro

Gly

125

Gln

Gly

Leu

Ala

30

Ser

Cys

Arg

Phe

Tyr

110

Glu

val

Asn

Pro

15

Arg

Met

Gln

Val

val

95

Ala

Ala

Leu

Phe

Gly

Cys

Tyr

Lys

Ser

Asn

Ser

Tyr

Leu

Asn



145

Ile

Asp

Trp

Gln

Phe

225

Thr

Leu

Trp

Tyr

Ile

305

Glu

Pro

Arg

Asn

Lys
385

Phe

Pro

Cys

Lys

210

Ala

Leu

Glu

Thr

Arg

290

Asn

Gly

Cys

Asp

Glu

370

Ser

Ala

Tyr

Glu

195

Gly

Arg

Cys

Tyr

Asp

275

Gln

Glu

Gln

Val

Cys

355

Glu

Phe

Glu

Asp

180

Arg

Leu

Cys

Glu

Ala

260

His

Cys

Met

Leu

His

340

Asn

Cys

Asp

Asp

165

Phe

Pro

Trp

His

Cys

245

Arg

Ser

Val

Cys

Leu

325

Ser

Thr

Pro

Asn

150

Asp

Ala

Ser

Glu

Pro

230

Ala

Thr

Ala

Ser

Gln

310

Asp

Gly

Cys

Gly

Arg
390

Phe

Asn

Ser

Gln

215

Leu

Gly

Cys

Cys

Pro

295

Glu

Glu

Lys

Ile

Glu

375

Tyr

Met

Ser

Ser

200

Cys

Val

Gly

Ala

Ser

280

Cys

Arg

Gly

Arg

Cys

360

Cys

Phe
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Thr

Trp

185

Cys

Gln

Asp

Leu

Gln

265

Pro

Ala

Cys

Leu

Tyr

345

Arg

Leu

Thr

Gln

170

Ala

Asn

Leu

Pro

Glu

250

Glu

Val

Arg

Val

Cys

330

Pro

Asn

vVal

Phe

155

Glu

Leu

Ile

Leu

Glu

235

Cys

Gly

Cys

Thr

Asp

315

vVal

Pro

Ser

Thr

Ser
395

Gly

Ser

Ser

Lys

220

Pro

Ala

Met

Pro

Cys

300

Gly

Glu

Gly

Gln

Gly

380

Gly

25

Thr

Ser

Ser

205

Ser

Phe

Cys

Val

Ala

285

Gln

Cys

Ser

Thr

Trp

365

Gln

Ile

Leu

Gly

190

Gly

Thr

Cys

Pro

Leu

270

Gly

Ser

Ser

Thr

Ser

350

Ile

Ser

Cys

Thr

175

Glu

Glu

Ser

Glu

Ala

255

Tyr

Met

Leu

Cys

Glu

335

Leu

Cys

His

Gln

160

Ser

Gln

Met

Val

Lys

240

Leu

Gly

Glu

His

Pro

320

Cys

Ser

Ser

Phe

Tyr
400



Leu

Thr

Thr

Gly

Lys

465

Ser

Leu

Gly

Leu

Gly

545

Asn

Ser

Leu

Cys

val

625

Gln

Leu

val

val

Ala

450

Gly

Tyr

val

Asn

Ala

530

Asp

Pro

Pro

Arg

Leu

610

Ala

val

Ala

Gln

Arg

435

Gly

Asp

Gly

Lys

Tyr

515

Glu

Cys

Arg

Thr

Asn

595

Cys

Trp

Tyr

Arg

Cys

420

Leu

vVal

Leu

Glu

Leu

500

Asn

Pro

Gln

Met

Phe

580

Cys

Gly

Arg

Leu

Asp

405

Ala

Pro

Ala

Arg

Asp

485

Ser

Gly

Arg

Asp

Thr

565

Glu

Arg

Ser

Glu

Gln
645

Cys

Asp

Gly

Met

Ile

470

Leu

Pro

Asn

val

Leu

550

Arg

Ala

Tyr

Tyr

Pro

630

Cys

Gln

Asp

Leu

Asp

455

Gln

Gln

val

Gln

Glu

535

Gln

Phe

Cys

Asp

Ala

615

Gly

Gly

Asp

Arg

His

440

Gly

His

Met

Tyr

Gly

520

Asp

Lys

Ser

His

Val

600

Ala

Arg

Thr
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His

Asp

425

Asn

Gln

Thr

Asp

Ala

505

Asp

Phe

Gln

Glu

Arg

585

Cys

Ala

Cys

Pro

Ser

410

Ala

Ser

Asp

vVal

Trp

490

Gly

Asp

Gly

His

Glu

570

Ala

Ser

Cys

Glu

Cys
650

Phe

val

Leu

Vval

Thr

475

Asp

Lys

Phe

Asn

Ser

555

Ala

Val

Cys

Ala

Leu

635

Asn

Ser

Cys

Val

Gln

460

Ala

Gly

Thr

Leu

Ala

540

Asp

Cys

Ser

Ser

Gly

620

Asn

Leu

26

Ile

Thr

Lys

445

Leu

Ser

Arg

Cys

Thr

525

Trp

Pro

Ala

Pro

Asp

605

Arg

Cys

Thr

val

Arg

430

Leu

Pro

vVal

Gly

Gly

510

Pro

Lys

Cys

val

Leu

590

Gly

Gly

Pro

Ccys

Ile

415

Ser

Lys

Leu

Arg

Arg

495

Leu

Ser

Leu

Ala

Leu

575

Pro

Arg

val

Lys

Arg
655

Glu

Val

His

Leu

Leu

480

Leu

cys

Gly

His

Leu

560

Thr

Tyr

Glu

Arg

Gly

640

Ser



Leu

Phe

Cys

Ser

705

Thr

Ser

Met

Glu

Gly

785

Asn

Pro

Arg

Ile

Pro

865

Pro

Ser

Ser

Cys

Pro

690

Asp

Met

Pro

val

Cys

770

Cys

Arg

Gly

Lys

Gly

850

Gly

Gly

val

Tyr

Pro

675

Cys

His

Ser

Leu

Lys

755

Thr

vVal

Cys

Glu

Trp

835

Met

Glu

Thr

Lys

Pro

660

Pro

Tyr

His

Gly

Ser

740

Leu

Lys

Ser

Glu

Thr

820

Asn

Ala

Cys

Phe

Ccys
200

Asp

Met

Tyr

Thr

val

725

His

vVal

Thr

Gly

Arg

805

vVal

Cys

His

Gln

Arg

885

Lys

Glu

Asp

Asp

Met

710

Pro

Arg

Cys

Cys

Cys

790

Cys

Lys

Thr

Tyr

Tyr

870

Ile

Lys

Glu

Glu

Gly

695

Cys

Gly

Ser

Pro

Gln

775

Leu

Pro

Ile

Asp

Leu

855

vVal

Leu

Arg

Cys

Arg

680

Glu

Tyr

Ser

Lys

Ala

760

Asn

Cys

Cys

Gly

His

840

Thr

Leu

Val

val
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Asn

665

Gly

Ile

Cys

Leu

Arg

745

Asp

Tyr

Pro

Phe

Cys

825

Val

Phe

Val

Gly

Thr
905

Glu

Asp

Phe

Glu

Leu

730

Ser

Asn

Asp

Pro

His

810

Asn

Cys

Asp

Gln

Asn

890

Ile

Ala

Cys

Gln

Asp

715

Pro

Leu

Leu

Leu

Gly

795

Gln

Thr

Asp

Gly

Asp

875

Lys

Leu

Cys

val

Pro

700

Gly

Asp

Ser

Arg

Glu

780

Met

Gly

Cys

Ala

Leu

860

Tyr

Gly

val

27

Leu

Pro

685

Glu

Phe

Ala

Cys

Ala

765

Cys

val

Lys

Val

Thr

845

Lys

Cys

Cys

Glu

Glu

670

Lys

Asp

Met

val

Arg

750

Glu

Met

Arg

Glu

Cys

830

Cys

Tyr

Gly

Ser

Gly
910

Gly

Ala

Ile

His

Leu

735

Pro

Gly

Ser

His

Tyr

815

Arg

Ser

Leu

Ser

His

895

Gly

Cys

Gln

Phe

Cys

720

Ser

Pro

Leu

Met

Glu

800

Ala

Asp

Thr

Phe

Asn

880

Pro

Glu
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Ile Glu Leu Phe Asp Gly Glu Val Asn Val Lys Arg Pro Met Lys Asp
915 920 925

Glu Thr His Phe Glu Val Val Glu Ser Gly Arg Tyr Ile Ile Leu Leu
930 935 940

Leu Gly Lys Ala Leu Ser Val Val Trp Asp Arg His Leu Ser Ile Ser
945 950 955 960

Val Val Leu Lys Gln Thr Tyr Gln Glu Lys Val Cys Gly Leu Cys Gly
965 970 975

Asn Phe Asp Gly Ile Gln Asn Asn Asp Leu Thr Ser Ser Asn Leu Gln
980 985 990

Val Glu Glu Asp Pro Val Asp Phe Gly Asn Ser Trp Lys Val Ser Ser
995 1000 1005

Gln Cys Ala Asp Thr Arg Lys Val Pro Leu Asp Ser Ser Pro Ala
1010 1015 1020

Thr Cys His Asn Asn Ile Met Lys Gln Thr Met Val Asp Ser Ser
1025 1030 1035

Cys Arg Ile Leu Thr Ser Asp Val Phe Gln Asp Cys Asn Lys Leu
1040 1045 1050

Val Asp Pro Glu Pro Tyr Leu Asp Val Cys Ile Tyr Asp Thr Cys
1055 1060 1065

Ser Cys Glu Ser Ile Gly Asp Cys Ala Cys Phe Cys Asp Thr Ile
1070 1075 1080

Ala Ala Tyr Ala His Val Cys Ala Gln His Gly Lys Val Vval Thr
1085 1090 1095

Trp Arg Thr Ala Thr Leu Cys Pro Gln Ser Cys Glu Glu Arg Asn
1100 1105 1110

Leu Arg Glu Asn Gly Tyr Glu Cys Glu Trp Arg Tyr Asn Ser Cys
1115 1120 1125

Ala Pro Ala Cys Gln Val Thr Cys Gln His Pro Glu Pro Leu Ala
1130 1135 1140

Cys Pro Val Gln Cys Val Glu Gly Cys His Ala His Cys Pro Pro

28



Gly

Asp

Lys

Cys

Pro

Thr

Phe

Ser

Val

Arg

Gly

Ser

val

Pro

Pro

1145

Lys
1160

Cys
1175

Lys
1190

His
1205

Gly
1220

Thr
1235

Tyr
1250

Ser
1265

Val
1280

Val
1295

Leu
1310

Gln
1325

Leu
1340

Glu
1355

Gln
1370

Ile

Pro

Val

Cys

Gly

Leu

Cys

Arg

Asp

Ala

Lys

val

Lys

Ala

Arg

Leu

Val

Thr

Asp

Leu

Tyr

Ser

Leu

Met

Val

Asp

Lys

Tyr

Ser

Met

Asp

Cys

Leu

VvVal

vVal

vVal

Arg

Ser

Met

Val

Arg

Tyr

Thr

Arg

Ser

Glu

Glu

Asn

Val

Vval

Glu

Leu

Glu

Glu

Glu

Lys

Ala

Leu

Ile

Arg

1150

Leu
1165

Val
1180

Pro
1195

Asn
1210

Pro
1225

Asp
1240

Leu
1255

Ala
1270

Arg
1285

Tyr
1300

Arg
1315

Gly
1330

Phe
1345

Thr
1360

Asn
1375

Leu

Ala

Ser

Leu

Pro

Ile

Asp

Glu

Leu

His

Pro

Ser

Gln

Leu

Phe
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Gln

Gly

Asp

Thr

Thr

Ser

Leu

Phe

Arg

Asp

Ser

Gln

Ile

Leu

Val

Thr

Arg

Pro

Cys

Asp

Glu

Val

Glu

Ile

Gly

Glu

val

Phe

Leu

Arg

Cys

Arg

Glu

Glu

Ala

Pro

Phe

Val

Ser

Ser

Leu

Ala

Ser

Met

Tyr

29

1155

Val
1170

Phe
1185

His
1200

Ala
1215

Pro
1230

Pro
1245

Leu
1260

Leu
1275

Gln
1290

His
1305

Arg
1320

Ser
1335

Lys
1350

Ala
1365

Val
1380

Asp

Ala

Cys

Cys

vVal

Leu

Leu

Lys

Lys

Ala

Arg

Thr

Ile

Ser

Gln

Pro

Ser

Gln

Gln

Ser

His

Asp

Ala

Trp

Tyr

Ile

Ser

Asp

Gln

Gly

Glu

Gly

Ile

Glu

Pro

Asp

Gly

Phe

Val

Ile

Ala

Glu

Arg

Glu

Leu



Lys

Ala

Asn

Arg

Pro

Pro

Met

Gly

Ile

Leu

Ala

Tyr

Leu

Ala

Glu

Val

Lys
1385

Asn
1400

Lys
1415

Asp
1430

Pro
1445

Gly
1460

val
1475

Glu
1490

Gln
1505

Gln
1520

Gln
1535

Gln
1550

Ser
1565

Pro
1580

Ile
1595

Gly
1610

Lys

Leu

Ala

Glu

Pro

Leu

Leu

Ala

Arg

Tyr

Ser

Gly

Asp

Asn

Lys

Pro

Lys

Lys

Phe

Ile

Thr

Leu

Asp

Asp

Met

Ser

Lys

Gly

His

Leu

Arg

Asn

val

Gln

Vval

Val

Leu

Gly

Vval

Phe

Asp

Tyr

Gly

Asn

Ser

vVal

Leu

Ala

Ile

Ile

Leu

Ser

Pro

Vval

Ala

Asn

Val

Met

Asp

Arg

Phe

Tyr

Pro

Asn

val
1390

Arg
1405

Ser
1420

Tyr
1435

Pro
1450

Ser
1465

Phe
1480

Arg
1495

Gly
1510

val
1525

Ile
1540

Thr
1555

Leu
1570

Met
1585

Gly
1600

Val
1615

Ile

Leu

Ser

Leu

Asp

Thr

val

Ser

Gln

Thr

Leu

Asn

Val

Val

Asp

Gln
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Pro

Ile

Val

Cys

Met

Leu

Leu

Lys

Asp

val

Gln

Thr

Ser

Thr

Ile

Glu

val

Glu

Asp

Asp

Ala

Gly

Glu

Glu

Ser

Glu

Arg

Gly

Gln

Gly

Gln

Leu

Gly

Lys

Glu

Leu

Gln

Pro

Gly

Phe

Ile

Tyr

Val

Leu

Gly

Asn

Val

Glu

30

Ile
1395

Gln
1410

Leu
1425

Ala
1440

val
1455

Lys
1470

Ser
1485

Met
1500

His
1515

Pro
1530

Arg
1545

Ala
1560

Asp
1575

Pro
1590

Vval
1605

Arg
1620

Gly

Ala

Glu

Pro

Thr

Arg

Asp

Glu

Val

Phe

Glu

Leu

Arg

Ala

Pro

Ile

Pro

Pro

Gln

Glu

Vval

Asn

Lys

Glu

Thr

Ser

Ile

Arg

Glu

Ser

Ile

Gly

His

Glu

Gln

Ala

Gly

Ser

Ile

Val

Val

Glu

Arg

Tyr

Gln

Asp

Gly

Trp



Pro

Glu

Leu

Leu

Ser

Lys

Tyr

Glu

Gly

Tyr

Ala

Ala

Ile

Ala

Glu

Lys

Asn
1625

Ala
1640

Gln
1655

Asp
1670

Tyr
1685

Ala
1700

Gly
1715

Lys
1730

Gly
1745

Leu
1760

val
1775

Ala
1790

Gly
1805

Gly
1820

Asp
1835

Leu
1850

Ala

Pro

Ile

Val

Phe

Asn

Ser

Ala

Pro

Thr

Vval

Ala

Ile

Pro

Leu

Cys

Pro

Asp

Pro

Ile

Asp

Ile

Ile

His

Ser

Ser

Ile

Asp

Gly

Ala

Pro

Ser

Ile

Leu

Thr

Leu

Glu

Gly

Thr

Leu

Gln

Glu

Leu

Ala

Asp

Gly

Thr

Gly

Leu

Val

Leu

Leu

Met

Pro

Thr

Leu

Ile

Met

Val

Ala

Arg

Asp

Met

Phe

Ile
1630

Leu
1645

Ser
1660

Leu
1675

Lys
1690

Arg
1705

Ile
1720

Ser
1735

Gly
1750

His
1765

Thr
1780

Arg
1795

Tyxr
1810

Ser
1825

Val
1840

Val
1855

Gln

Gln

Pro

Asp

Ser

Leu

Asp

Leu

Asp

Gly

Asp

Ser

Asp

Asn

Thr

Arg
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Asp

Arg

Ala

Gly

Phe

Thr

Val

Val

Ala

Ala

Val

Asn

Ala

Val

Leu

Ile

Phe

Cys

Pro

Ser

Ala

Gln

Pro

Asp

Leu

Arg

Ser

Arg

Ala

vVal

Gly

Cys

Glu

Cys

Asp

Ser

Lys

Val

Trp

Val

Gly

Pro

Val

Val

Gln

Lys

Asn

Met

31

Thr
1635

Ser
1650

Cys
1665

Ser
1680

Ala
1695

Ser
1710

Asn
1725

Met
1740

Phe
1755

Gly
1770

Asp
1785

Thr
1800

Leu
1815

Leu
1830

Ser
1845

Asp
1860

Leu

Gly

Ser

Phe

Phe

Vval

val

Gln

Ala

Ala

Ser

Vval

Arg

Gln

Phe

Glu

Pro

Glu

Gln

Pro

Ile

Leu

Vval

Arg

Val

Ser

Val

Phe

Ile

Arg

Leu

Asp

Arg

Gly

Pro

Ala

Ser

Gln

Pro

Glu

Arg

Lys

Asp

Pro

Leu

Ile

His

Gly



Asn

His

His

Ser

Thr

Thr

vVal

Asn

Ile

Met

Gly

Vval

Asn

Lys

Asp

Leu

Glu
1865

Thr
1880

Arg
1895

Gln
1910

Cys
1925

Phe
1940

Leu
1955

Gly
1970

Glu
1985

Glu
2000

Gly
2015

Arg
2030

Asn
2045

Thr
2060

Phe
2075

val

Lys

Val

Val

Ser

Pro

Asp

Phe

Ala

Val

Val

Asn

Phe

Glu

Tyr

Met

Gln

Arg

Thr

Asn

Pro

Cys

Gly

Gln

Cys

Lys

Thr

Met

Asn

Phe

Gly

Leu

Glu

Pro

Cys

Cys

vVal

val

Gln

Asn

Ser

His

Val

Glu

His

Gln

Leu

Arg

Trp

Gly

Gln

Asp

Lys

Cys

Asn

Lys

Pro

Ser

Asn

Vval

Leu

Leu

Cys

Asp

Thr

Asp
1870

Pro
1885

Arg
1900

val
1915

Thr
1930

Phe
1945

Glu
1960

Gly
1975

Ala
1990

Gly
2005

Asn
2020

Gly
2035

Gln
2050

Gly
2065

Gly
2080

val

val

Asp

Gly

Glu

Gly

Lys

Gln

Ala

Leu

Arg

val

His

Leu

Ile

Thr

Gln
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Trp

Gly

Leu

Glu

Ser

Leu

Asp

Arg

Ser

Leu

Tyr

Ile

Ser

Cys

Vval

Arg

Thr

Gln

Arg

Thr

Ser

Thr

Leu

Gln

Val

Val

Gly

Phe

Pro

Asp

Thr

Pro

Leu

Thr

Pro

Cys

Thr

Gly

Glu

Gly

Glu

Ser

Ala

Thr

Lys

Glu

Thr

Gly

32

Pro
1875

Leu
1890

Ser
1905

Gly
1920

Arg
1935

Ser
1950

VvVal
1965

Cys
1980

Leu
1995

Val
2010

Ile
2025

Phe
2040

Thr
2055

Asn
2070

Asp
2085

Gln

Asp

Leu

Cys

Cys

His

Cys

Ile

Met

His

Pro

Met

Thr

Phe

Gly

Trp

Thr

Gln

Lys

Pro

Arg

Ile

Ser

Leu

Lys

Ser

Tyr

His

Pro

Ala

Ala

Lys

Cys

Cys

Ser

Asn

Trp

Val

Tyr

His

Ser

Asp

val

Glu

Gln

Ser

Asn

Thr

Gln



Pro

Leu

Thr

val

Gly

Cys

Arg

Glu

Cys

val

Cys

Thr

Glu

Tyr

Pro

2090

Glu
2105

Leu
2120

Phe
2135

Cys
2150

Val
2165

Pro
2180

His
2195

Gly
2210

Val
2225

Gln
2240

Gln
2255

Gln
2270

Val
2285

Glu
2300

His
2315

Gln

Pro

Tyr

Glu

Cys

Pro

Cys

Cys

Pro

His

Ile

Pro

Ala

Cys

Cys

Cys

Leu

Ala

val

vVal

Ser

Asp

Phe

Glu

Gln

Cys

Cys

Arg

Val

Glu

Leu

Phe

Ile

Ile

Asp

Leu

Gly

Cys

Glu

Phe

Thr

Pro

Leu

Cys

Arg

Val

Ala

Cys

Ala

Trp

val

Asn

Pro

Ala

Leu

Cys

Thr

Arg

Asp

Gly

2095

Pro
2110

Glu
2125

Gln
2140

Ser
2155

Arg
2170

Tyr
2185

val
2200

Pro
2215

Cys
2230

Glu
2245

Leu
2260

Ala
2275

Gln
2290

Pro
2305

Leu
2320

Asp

Cys

Gln

Tyr

Thr

Asn

Ser

Asp

Thr

Ala

Ser

Lys

Asn

Val

Gln
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Ser

His

Asp

Ala

Pro

His

Ser

Lys

Gln

Trp

Gly

Ala

Ala

Ser

Pro

Ser

Lys

Ser

His

Asp

Cys

Cys

Val

Cys

val

Arg

Pro

Asp

Cys

Thr

His

Val

Cys

Leu

Phe

Glu

Gly

Met

Ile

Pro

Lys

Thr

Gln

Asp

Leu

33

2100

Cys
2115

Leu
2130

His
2145

Cys
2160

Cys
2175

His
2190

Asp
2205

Leu
2220

Gly
2235

Asp
2250

Val
2265

Cys
2280

Cys
2295

Leu
2310

Thr
2325

Gln

Ala

Gln

Arg

Ala

Gly

His

Glu

Glu

His

Asn

Gly

Cys

Pro

Asn

Val

Pro

Glu

Thr

Met

cys

Pro

Gly

Asp

Gln

Cys

Leu

Pro

Pro

Pro

Leu

Ala

Gln

Asn

Ser

Pro

Ser

Ser

Gly

Pro

Thr

Cys

Glu

Val

Gly



Glu

Lys

Leu

Cys

Thr

Asp

Phe

Asp

Cys

Gly

Thr

Gly

Val

Gln

Lys

Ala

Cys
2330

Arg
2345

Arg
2360

val
2375

Ala
2390

Lys
2405

Trp
2420

Ala
2435

Glu
2450

Glu
2465

Gly
2480

Ser
2495

Lys
2510

Leu
2525

Thr
2540

Cys
2555

Arg

val

Lys

Asn

Thr

VvVal

Glu

Val

Asp

Cys

Ser

Gln

Glu

Glu

Ser

Met

Pro

Ser

Thr

Ser

Asn

Cys

Glu

Met

Ser

Cys

Pro

Trp

Glu

vVal

Ala

Leu

Asn

Pro

Gln

Thr

Asp

vVal

Gly

Gly

Cys

Gly

Arg

Glu

Vval

Pro

Cys

Asn

Phe

Pro

Cys

Vval

Cys

His

Cys

Leu

Arg

Arg

Gly

Asn

Phe

vVal

Cys

Gly

Thr
2335

Ser
2350

Cys
2365

Ser
2380

Gly
2395

Arg
2410

Asp
2425

Arg
2440

Ser
2455

Cys
2470

Asp
2485

Pro
2500

Ile
2515

Cys
2530

Pro
2545

Thr
2560

Cys

Cys

Asp

Cys

Cys

Ser

Val

Val

Gly

Leu

Ser

Cys

Gln

Pro

Ser

Vval
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Ala

Pro

Glu

Pro

Thr

Thr

Cys

Ala

Phe

Pro

Gln

Leu

Gln

Ser

Cys

Ile

Cys

Pro

Tyr

Leu

Thr

Ile

Thr

Gln

Thr

Ser

Ser

Ile

Arg

Gly

Arg

Gly

Arg

His

Glu

Gly

Thr

Tyr

Cys

Cys

Tyr

Ala

Ser

Asn

Asn

Phe

Cys

Pro

34

Lys
2340

Arg
2355

Cys
2370

Tyr
2385

Thr
2400

Pro
2415

Thr
2430

Ser
2445

vVal
2460

Cys
2475

Trp
2490

Glu
2505

val
2520

Gln
2535

Glu
2550

Gly
2565

Glu

Leu

Ala

Leu

Cys

Val

Asp

Gln

Leu

Glu

Lys

Cys

Ser

Leu

Arg

Lys

Glu

Pro

Cys

Ala

Leu

Gly

Met

Lys

His

val

Ser

vVal

Cys

Ser

Met

Thr

Cys

Thr

Asn

Ser

Pro

Gln

Glu

Pro

Glu

val

Val

Arg

Pro

Cys

Glu

Val



10

Met

Vval

Pro

Cys

Gly

Cys

Trp

Cys

Cys

Leu

Asp

Ser

Pro

Val

Arg

Ile
2570

Ile
2585

Cys
2600

Gly
2615

Gln
2630

Asp
2645

Glu
2660

Leu
2675

Asp
2690

Gln
2705

Ile
2720

Ile
2735

Thr
2750

Tyr
2765

Lys
2780

<210> 3

<211> 2050
<212> PRT

Asp

Ser

Pro

Arg

Ile

Thr

Lys

Ala

Thr

Tyr

His

Asp

Arg

His

Cys

Val

Gly

Leu

Cys

Met

His

Arg

Glu

Cys

Val

Tyr

Ile

Thr

Glu

Ser

Cys

Phe

Gly

Leu

Thr

Phe

Val

Gly

Glu

Lys

Cys

Asn

Glu

Val

Lys

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> vWF maduro

Thr

Lys

Tyr

Pro

Leu

Cys

Thr

Gly

Glu

Val

Gln

Asp

Pro

Leu

Thr
2575

Leu
2590

Lys
2605

Thr
2620

Lys
2635

Lys
2650

Gly
2665

Lys
2680

Pro
2695

Gly
2710

Gly
2725

Val
2740

Met
2755

Asn
2770

Cys

Glu

Glu

Ala

Arg

Val

Cys

Ile

Glu

Ser

Lys

Gln

Gln

Ala

ES 2 887 187 T3

Arg

Cys

Glu

Cys

Asp

Asn

Pro

Met

Cys

Cys

Cys

Asp

His

Met

Cys

Arg

Asn

Thr

Glu

Glu

Pro

Lys

Asn

Lys

Ala

Gln

Cys

Glu

Met

Lys

Asn

Ile

Thr

Arg

Phe

Ile

Asp

Ser

Ser

Cys

Thr

Cys

35

Val
2580

Thr
2595

Thr
2610

Gln
2625

Leu
2640

Gly
2655

Asp
2670

Pro
2685

Ile
2700

Glu
2715

Lys
2730

Ser
2745

Asn
2760

Lys
2775

Gln

Thr

Gly

Leu

Gln

Glu

Glu

Gly

Thr

vVal

Ala

Cys

Gly

Cys

Val

Cys

Glu

Arg

Asp

Tyr

His

Thr

Ala

Glu

Met

Cys

Ser

Ser

Gly

Asn

Cys

Gly

Gly

Phe

Lys

Cys

Arg

Val

Tyr

Ser

Val

Pro



<400> 3

Ser

1

Asn

Asp

Pro

Pro

65

Ile

Asp

Leu

vVal

Leu

145

Arg

Glu

val

Leu

Leu

Leu

Gly

Cys

Gly

His

Thr

Leu

130

Val

val

Val

Glu

Ser

Arg

Glu

35

Met

Phe

Cys

Val

Phe

115

val

Gly

Thr

Asn

Ser
195

Cys

Ala

20

Cys

val

His

Asn

Cys

100

Asp

Gln

Asn

Ile

Val

180

Gly

Arg

Glu

Met

Arg

Gln

Thr

85

Asp

Gly

Asp

Lys

Leu

165

Lys

Arg

Pro

Gly

Ser

His

Gly

70

Cys

Ala

Leu

Tyr

Gly

150

Val

Arg

Tyr

Pro

Leu

Met

Glu

55

Lys

val

Thr

Lys

Cys

135

Cys

Glu

Pro

Ile

Met

Glu

Gly

Asn

Glu

Cys

Cys

Tyr

120

Gly

Ser

Gly

Met

Ile
200
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val

Cys

25

Cys

Arg

Tyr

Arg

Ser

105

Leu

Ser

His

Gly

Lys

185

Leu

Lys

10

Thr

Val

Cys

Ala

Asp

Thr

Phe

Asn

Pro

Glu

170

Asp

Leu

Leu

Lys

Ser

Vval

Pro

75

Arg

Ile

Pro

Pro

Ser

155

Ile

Glu

Leu

val

Thr

Gly

Ala

60

Gly

Lys

Gly

Gly

Gly

140

Val

Glu

Thr

Gly

36

Cys

Cys

Cys

45

Leu

Glu

Trp

Met

Glu

125

Thr

Lys

Leu

His

Lys
205

Pro

Gln

30

Leu

Glu

Thr

Asn

Ala

110

Cys

Phe

Cys

Phe

Phe

190

Ala

Ala

15

Asn

Cys

Arg

val

Cys

95

His

Gln

Arg

Lys

Asp

175

Glu

Leu

Asp

Tyr

Pro

Cys

Lys

80

Thr

Tyr

Tyr

Ile

Lys

160

Gly

Val

Ser



val

Tyr

225

Asn

Asp

Lys

Lys

Phe

305

Cys

Phe

Lys

Glu

Ser

385

Ala

Gly

Cys

val

val

210

Gln

Asn

Phe

val

Gln

290

Gln

Ile

Cys

val

Arg

370

cys

Cys

Lys

Pro

Thr

Trp

Glu

Asp

Gly

Pro

275

Thr

Asp

Tyr

Asp

Vval

355

Asn

Ala

Pro

Ile

Vval

435

Leu

Asp

Lys

Leu

Asn

260

Leu

Met

Cys

Asp

Thr

340

Thr

Leu

Pro

val

Leu

420

Cys

Asn

Arg

Val

Thr

245

Ser

Asp

Vval

Asn

Thr

325

Ile

Trp

Arg

Ala

Gln

405

Asp

Glu

Pro

His

Cys

230

Ser

Trp

Ser

Asp

Lys

310

Cys

Ala

Arg

Glu

Cys

390

Cys

Glu

val

Ser

Leu

215

Gly

Ser

Lys

Ser

Ser

295

Leu

Ser

Ala

Thr

Asn

375

Gln

VvVal

Leu

Ala

Asp

Ser

Leu

Asn

val

Pro

280

Ser

val

Cys

Tyr

Ala

360

Gly

vVal

Glu

Leu

Gly

440

Pro

ES 2 887 187 T3

Ile

Cys

Leu

Ser

265

Ala

Cys

Asp

Glu

Ala

345

Thr

Tyr

Thr

Gly

Gln

425

Arg

Glu

Ser

Gly

Gln

250

Ser

Thr

Arg

Pro

Ser

330

His

Leu

Glu

Cys

Cys

410

Thr

Arg

His

val

Asn

235

val

Gln

Cys

Ile

Glu

315

Ile

val

Cys

Cys

Gln

395

His

Cys

Phe

Cys

val

220

Phe

Glu

Cys

His

Leu

300

Pro

Gly

Cys

Pro

Glu

380

His

Ala

val

Ala

Gln

37

Leu

Asp

Glu

Ala

Asn

285

Thr

Tyr

Asp

Ala

Gln

365

Trp

Pro

His

Asp

Ser

445

Ile

Lys

Gly

Asp

Asp

270

Asn

Ser

Leu

Cys

Gln

350

Ser

Arg

Glu

Cys

Pro

430

Gly

Cys

Gln

Ile

Pro

255

Thr

Ile

Asp

Asp

Ala

335

His

Cys

Tyr

Pro

Pro

415

Glu

Lys

His

Thr

Gln

240

val

Arg

Met

val

val

320

Cys

Gly

Glu

Asn

Leu

400

Pro

Asp

Lys

Cys



Asp

465

Val

Glu

Leu

Glu

Arg

545

Gly

Leu

Ser

Ile

Gln

625

Leu

Ala

Lys

Glu

450

Val

Val

Asp

Asp

Phe

530

Ile

Ser

Arg

Thr

Asp

610

Glu

Lys

Asn

Ala

Ile
690

Val

Pro

Ile

Leu

515

Glu

Ser

His

Arg

Ser

595

Arg

Pro

Lys

Leu

Phe

675

val

Asn

Pro

Ser

500

Val

vVal

Gln

Ala

Ile

580

Glu

Pro

Gln

Lys

Lys

660

Vval

Ser

Leu

Thr

485

Glu

Phe

Leu

Lys

Tyr

565

Ala

Val

Glu

Arg

Lys

645

Gln

Leu

Tyr

Thr

470

Asp

Pro

Leu

Lys

Trp

550

Ile

Ser

Leu

Ala

Met

630

Val

Ile

Ser

Leu

455

Cys

Ala

Pro

Leu

Ala

535

vVal

Gly

Gln

Lys

Ser

615

Ser

Ile

Arg

Ser

Cys
695

Glu

Pro

Leu

Asp

520

Phe

Arg

Leu

val

Tyr

600

Arg

Arg

Val

Leu

Vval

680

Asp
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Ala

Val

His

505

Gly

Val

vVal

Lys

Lys

585

Thr

Ile

Asn

Ile

Ile

665

Asp

Leu

Cys

Ser

490

Asp

Ser

VvVal

Ala

Asp

570

Tyr

Leu

Thr

Phe

Pro

650

Glu

Glu

Ala

Gln

475

Pro

Phe

Ser

Asp

Val

555

Arg

Ala

Phe

Leu

vVal

635

Val

Lys

Leu

Pro

460

Glu

Thr

Tyr

Arg

Met

540

Val

Lys

Gly

Gln

Leu

620

Arg

Gly

Gln

Glu

Glu
700

38

Pro

Thr

Cys

Leu

525

Met

Glu

Arg

Ser

Ile

605

Leu

Tyr

Ile

Ala

Gln

685

Ala

Gly

Leu

Ser

510

Ser

Glu

Tyr

Pro

Gln

590

Phe

Met

Val

Gly

Pro

670

Gln

Pro

Gly

Tyr

495

Arg

Glu

Arg

His

Ser

575

val

Ser

Ala

Gln

Pro

655

Glu

Arg

Pro

Leu

480

Val

Leu

Ala

Leu

Asp

560

Glu

Ala

Lys

Ser

Gly

640

His

Asn

Asp

Pro



Thr

705

Gly

Ala

Arg

Gln

Val

785

Arg

Leu

Asp

Ala

Ile

865

Trp

Glu

Gln

Val

Asp
945

Leu

val

Phe

Ser

Asp

770

Glu

val

Ala

Arg

Ser

850

Gly

Pro

Ala

Ile

Ile

930

Glu

Pro

Ser

Val

Lys

755

Ser

Tyr

Arg

Leu

Glu

835

Asp

Val

Asn

Pro

Pro

915

Leu

Met

Pro

Thr

Leu

740

Glu

Ile

Pro

Glu

Arg

820

Gln

Glu

Gly

Ala

Asp

900

Thr

Leu

Lys

Asp

Leu

725

Glu

Phe

His

Phe

Ile

805

Tyr

Ala

Ile

Pro

Pro

885

Leu

Leu

Leu

Ser

Met

710

Gly

Gly

Met

val

Ser

790

Arg

Leu

Pro

Lys

Asn

870

Ile

val

Ser

Asp

Phe
950

Ala

Pro

Ser

Glu

Thr

775

Glu

Tyr

Ser

Asn

Arg

855

Ala

Leu

Leu

Pro

Gly

935

Ala

Gln

Lys

Asp

Glu

760

val

Ala

Gln

Asp

Leu

840

Leu

Asn

Ile

Gln

Ala

920

Ser

Lys

ES 2 887 187 T3

Val

Arg

Lys

745

Val

Leu

Gln

Gly

His

825

Val

Pro

Val

Gln

Arg

905

Pro

Ser

Ala

Thr

Asn

730

Ile

Ile

Gln

Ser

Gly

810

Ser

Tyr

Gly

Gln

Asp

890

Cys

Asp

Ser

Phe

Val

715

Ser

Gly

Gln

Tyr

Lys

795

Asn

Phe

Met

Asp

Glu

875

Phe

Cys

Cys

Phe

Ile
955

Gly

Met

Glu

Arg

Ser

780

Gly

Arg

Leu

val

Ile

860

Leu

Glu

Ser

Ser

Pro

940

Ser

39

Pro

Vval

Ala

Met

765

Tyr

Asp

Thr

Val

Thr

845

Gln

Glu

Thr

Gly

Gln

925

Ala

Lys

Gly

Leu

Asp

750

Asp

Met

Ile

Asn

Ser

830

Gly

vVal

Arg

Leu

Glu

910

Pro

Ser

Ala

Leu

Asp

735

Phe

Val

val

Leu

Thr

815

Gln

Asn

val

Ile

Pro

895

Gly

Leu

Tyr

Asn

Leu

720

val

Asn

Gly

Thr

Gln

800

Gly

Gly

Pro

Pro

Gly

880

Arg

Leu

Asp

Phe

Ile
960
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Gly Pro Arg Leu Thr Gln Val Ser Val Leu Gln Tyr Gly Ser Ile Thr
965 970 975

Thr Ile Asp Val Pro Trp Asn Val Val Pro Glu Lys Ala His Leu Leu
980 985 990

Ser Leu Val Asp Val Met Gln Arg Glu Gly Gly Pro Ser Gln Ile Gly
995 1000 1005

Asp Ala Leu Gly Phe Ala Val Arg Tyr Leu Thr Ser Glu Met His
1010 1015 1020

Gly Ala Arg Pro Gly Ala Ser Lys Ala Val Val Ile Leu Val Thr
1025 1030 1035

Asp Val Ser Val Asp Ser Val Asp Ala Ala Ala Asp Ala Ala Arg
1040 1045 1050

Ser Asn Arg Val Thr Val Phe Pro Ile Gly Ile Gly Asp Arg Tyr
1055 1060 1065

Asp Ala Ala Gln Leu Arg Ile Leu Ala Gly Pro Ala Gly Asp Ser
1070 1075 1080

Asn Val Val Lys Leu Gln Arg Ile Glu Asp Leu Pro Thr Met Val
1085 1090 1095

Thr Leu Gly Asn Ser Phe Leu His Lys Leu Cys Ser Gly Phe Val
1100 1105 1110

Arg Ile Cys Met Asp Glu Asp Gly Asn Glu Lys Arg Pro Gly Asp
1115 1120 1125

Val Trp Thr Leu Pro Asp Gln Cys His Thr vVal Thr Cys Gln Pro
1130 1135 1140

Asp Gly Gln Thr Leu Leu Lys Ser His Arg Val Asn Cys Asp Arg
1145 1150 1155

Gly Leu Arg Pro Ser Cys Pro Asn Ser Gln Ser Pro Val Lys Val
1160 1165 1170

Glu Glu Thr Cys Gly Cys Arg Trp Thr Cys Pro Cys Val Cys Thr
1175 1180 1185

Gly Ser Ser Thr Arg His Ile Val Thr Phe Asp Gly Gln Asn Phe
1190 1195 1200
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Lys

Gln

Ala

Leu

Arg

val

His

Leu

Ile

Thr

Gln

Leu

Phe

Ile

Ile

Asp

Leu
1205

Asp
1220

Arg
1235

Ser
1250

Leu
1265

Tyr
1280

Ile
1295

Ser
1310

Cys
1325

Val
1340

Arg
1355

val
1370

Ala
1385

Cys
1400

Ala
1415

Trp

Thr

Leu

Gln

val

val

Gly

Phe

Pro

Asp

Thr

Pro

Pro

Glu

Gln

Ser

Arg

Gly

Glu

Gly

Glu

Ser

Ala

Thr

Lys

Glu

Thr

Gly

Asp

Cys

Gln

Tyr

Thr

Ser

Val

Cys

Leu

val

Ile

Phe

Thr

Asn

Asp

Gln

Ser

His

Asp

Ala

Pro

Cys

Ile

Met

His

Pro

Met

Thr

Phe

Gly

Trp

Thr

Ser

Lys

Ser

His

Asp

Ser
1210

Leu
1225

Lys
1240

Ser
1255

Tyr
1270

His
1285

Pro
1300

Ala
1315

Ala
1330

Lys
1345

Cys
1360

His
1375

val
1390

Cys
1405

Leu
1420

Phe

Tyr

His

Ser

Asp

val

Glu

Gln

Ser

Asn

Thr

Gln

Cys

Leu

His

Cys

Cys
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val

Asn

Ile

Met

Gly

val

Asn

Lys

Asp

Leu

Pro

Gln

Ala

Gln

Arg

Ala

Leu

Gly

Glu

Glu

Gly

Arg

Asn

Thr

Phe

Val

Ile

vVal

Pro

Glu

Thr

Met

Phe

Ala

vVal

val

Asn

Phe

Glu

Tyr

Met

Gln

Leu

Leu

Ala

Gln

Asn

Ser
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Gln
1215

Cys
1230

Lys
1245

Thr
1260

Met
1275

Asn
1290

Phe
1305

Gly
1320

Leu
1335

Glu
1350

Glu
1365

Leu
1380

Thr
1395

Vval
1410

Gly
1425

Cys

Asn

Ser

His

val

Glu

His

Gln

Leu

Arg

Trp

Glu

Leu

Phe

Cys

VvVal

Pro

Lys

Pro

Ser

Asn

val

Leu

Leu

Cys

Asp

Thr

Gln

Pro

Tyr

Glu

Cys

Pro

Glu

Gly

Ala

Gly

Asn

Gly

Gln

Gly

Gly

val

Cys

Leu

Ala

vVal

val

Ser



Leu

Gly

Cys

Glu

Phe

Thr

Pro

Leu

Cys

Arg

Asn

Pro

Gln

Thr

Asp

1430

Val
1445

Asn
1460

Pro
1475

Ala
1490

Leu
1505

Cys
1520

Thr
1535

Arg
1550

Asp
1565

Gly
1580

Phe
1595

Pro
1610

Cys
1625

val
1640

Cys
1655

Tyr

Val

Pro

Cys

Glu

Leu

Ala

Gln

Pro

Leu

Thr

Ser

Cys

Ser

Gly

Asn

Ser

Asp

Thr

Ala

Ser

Lys

Asn

Val

Gln

Cys

Cys

Asp

Cys

Cys

His

Ser

Lys

Gln

Trp

Gly

Ala

Ala

Ser

Pro

Ala

Pro

Glu

Pro

Thr

Cys

Cys

Val

Cys

Vval

Arg

Pro

Asp

Cys

Thr

Cys

Pro

Tyr

Leu

Thr

1435

Glu
1450

Gly
1465

Met
1480

Ile
1495

Pro
1510

Lys
1525

Thr
1540

Gln
1555

Asp
1570

Leu
1585

Arg
1600

His
1615

Glu
1630

Gly
1645

Thr
1660

His

Asp

Leu

Gly

Asp

vVal

Cys

Cys

Leu

Thr

Lys

Arg

Cys

Tyr

Thr
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Gly

His

Glu

Glu

His

Asn

Gly

Cys

Pro

Asn

Glu

Leu

Ala

Leu

Cys

Cys

Pro

Gly

Asp

Gln

Cys

Leu

Pro

Pro

Pro

Glu

Pro

Cys

Ala

Leu

Pro

Ser

Ser

Gly

Pro

Thr

Cys

Glu

Val

Gly

Cys

Thr

Asn

Ser

Pro
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1440

Arg
1455

Glu
1470

Cys
1485

Val
1500

Cys
1515

Thr
1530

Glu
1545

Tyr
1560

Pro
1575

Glu
1590

Lys
1605

Leu
1620

Cys
1635

Thr
1650

Asp
1665

His

Gly

Val

Gln

Gln

Gln

Val

Glu

His

Cys

Arg

Arg

val

Ala

Lys

Cys

Cys

Pro

His

Ile

Pro

Ala

Cys

Cys

Arg

Val

Lys

Asn

Thr

Vval

Asp

Phe

Glu

Gln

Cys

Cys

Arg

Val

Glu

Pro

Ser

Thr

Ser

Asn

Cys



val

Gly

Gly

Cys

Gly

Arg

Ala

Lys

Leu

Thr

Cys

Ile

Ile

Cys

Gly

Gln

His
1670

Cys
1685

Leu
1700

Arg
1715

Arg
1730

Gly
1745

Ser
1760

Glu
1775

Glu
1790

Ser
1805

Met
1820

Asp
1835

Ser
1850

Pro
1865

Arg
1880

Ile
1895

Arg

Asp

Arg

Ser

Cys

Asp

Pro

Glu

val

Ala

Leu

Val

Gly

Leu

Cys

Met

Ser

Vval

Val

Gly

Leu

Ser

Glu

Val

Pro

Cys

Asn

Cys

Phe

Gly

Leu

Thr

Thr

Cys

Ala

Phe

Pro

Gln

Asn

Phe

val

Cys

Gly

Thr

Lys

Tyr

Pro

Leu

Ile

Thr

Gln

Thr

Ser

Ser

Pro

Ile

Cys

Pro

Thr

Thr

Leu

Lys

Thr

Lys

Tyr
1675

Cys
1690

Cys
1705

Tyr
1720

Ala
1735

Ser
1750

Cys
1765

Gln
1780

Pro
1795

Ser
1810

Vval
1825

Cys
1840

Glu
1855

Glu
1870

Ala
1885

Arg
1900

Pro

Thr

Ser

Val

Cys

Trp

Leu

Gln

Ser

Cys

Ile

Arg

Cys

Glu

Cys

Asp
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vVal

Asp

Gln

Leu

Glu

Lys

Ile

Arg

Gly

Arg

Gly

Cys

Arg

Asn

Thr

Glu

Gly

Met

Lys

His

vVal

Ser

Asn

Asn

Phe

Cys

Pro

Met

Lys

Asn

Ile

Thr

Gln

Glu

Pro

Glu

Vval

Val

Glu

Val

Gln

Glu

Gly

val

Thr

Thr

Gln

Leu
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Phe
1680

Asp
1695

Cys
1710

Gly
1725

Thr
1740

Gly
1755

Cys
1770

Ser
1785

Leu
1800

Arg
1815

Lys
1830

Gln
1845

Thr
1860

Gly
1875

Leu
1890

Gln
1905

Trp

Ala

Glu

Glu

Gly

Ser

vVal

Cys

Ser

Met

Thr

val

Cys

Glu

Arg

Asp

Glu

val

Asp

Cys

Ser

Gln

Arg

Pro

Cys

Glu

Vval

Gly

Asn

Cys

Gly

Gly

Glu

Met

Ser

Cys

Pro

Trp

Val

Gln

Lys

Ala

Met

Val

Pro

Cys

Gly

Cys



Asp

Glu

Leu

Asp

Gln

Ile

Ile

Thr

Ser

Ser

Thr
1910

Lys
1925

Ala
1940

Thr
1955

Tyr
1970

His
1985

Asp
2000

Arg
2015

Vval
2030

Pro
2045

His

Arg

Glu

Cys

Val

Tyr

Ile

Thr

Vval

Arg

Phe

Val

Gly

Glu

Lys

Cys

Asn

Glu

Tyr

Lys

Cys

Thr

Gly

Glu

Val

Gln

Asp

Pro

His

Cys

Lys

Gly

Lys

Pro

Gly

Gly

val

Met

Glu

Ser

Val
1915

Cys
1930

Ile
1945

Glu
1960

Ser
1975

Lys
1990

Gln
2005

Gln
2020

Val
2035

Lys
2050

Asn

Pro

Met

Cys

Cys

Cys

Asp

Val

Leu
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Glu

Pro

Lys

Asn

Lys

Ala

Gln

Ala

Asn

Arg

Phe

Ile

Asp

Ser

Ser

Cys

Leu

Ala

Gly

Asp

Pro

Ile

Glu

Lys

Ser

His

Met

44

Glu
1920

Glu
1935

Gly
1950

Thr
1965

Vval
1980

Ala
1995

Cys
2010

Cys
2025

Glu
2040

Tyr

His

Thr

Ala

Glu

Met

Cys

Thr

Cys

Phe

Lys

Cys

Arg

Val

Tyr

Ser

Asn

Lys

Trp

Cys

Cys

Leu

Asp

Ser

Pro

Gly

Cys
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REIVINDICACIONES
Formulacion farmacéutica liquida estable de un factor de von Willebrand recombinante (rVWF) que
comprende: (a) un rVWF; (b) un agente de tamponamiento; (c) una o mas sales; (d) un agente estabilizante;
y (e) opcionalmente un tensioactivo;
en la que el r'VWF es capaz de provocar la aglutinacion de plaquetas estabilizadas en presencia de ristocetina;
en la que dicho rVWF comprende un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en:
a) la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 3;
b) un analogo, fragmento o variante biolégicamente activo de a);
c) un polipéptido codificado por el polinucleétido expuesto en SEQ ID NO: 1;

d) un analogo, fragmento o variante biolégicamente activo de c); y

e) un polipéptido codificado por un polinucleétido que se hibrida con el polinucleétido expuesto en SEQ ID
NO: 1 en condiciones de hibridacion moderadamente estrictas;

en la que dicho tampén esta compuesto por un agente de tamponamiento de pH en un intervalo de 0,1 mM
a 500 mMy en la que el pH esta en un intervalo de 2,0 a 12,0;

en la que dicha sal esta a una concentracion de 1 a 500 mM;

en la que dicho agente estabilizante esta a una concentracion de 0,1 a 1000 mM y se selecciona del grupo
que consiste en manitol, lactosa, sorbitol, xilitol, sacarosa, trehalosa, manosa, maltosa, lactosa, glucosa,
rafinosa, celobiosa, gentiobiosa, isomaltosa, arabinosa, glucosamina, fructosa y combinaciones de estos
agentes estabilizantes; y

en la que dicho tensioactivo esta a una concentracion de 0,01 g/l a 0,5 g/l.

Formulacion segun la reivindicacion 1, en la que el agente de tamponamiento se selecciona del grupo que
consiste en citrato de sodio, glicina, histidina, Tris y combinaciones de estos agentes.

Formulacion segun la reivindicacion 2, en la que el agente de tamponamiento es citrato de sodio a una
concentracién de 15 mM.

Formulacion segun la reivindicacion 3, en la que el pH esta en el intervalo de 6,0-8,0, y preferiblemente el pH
esta en el intervalo de 6,5-7,3.

Formulacion segun la reivindicacion 2 o la reivindicacion 3, en la que el pH es 7,0.
Formulacion segun la reivindicacion 1, en la que el agente de tamponamiento es citrato y el pH es 7,0.

Formulacion segun la reivindicacion 1, en la que la sal se selecciona del grupo que consiste en cloruro de
calcio, cloruro de sodio y cloruro de magnesio.

Formulacion segun la reivindicacion 1, en la que el rVWF comprende la secuencia de aminoacidos expuesta
en SEQ ID NO: 3; en la que el agente de tamponamiento es citrato y el pH es 7,0; y en la que la sal es cloruro
de calcio a una concentracion de 10 mM.

Formulacion segun la reivindicacion 1, en la que el rVWF comprende la secuencia de aminoacidos expuesta
en SEQ ID NO: 3; en la que el agente de tamponamiento es citrato de sodio a una concentracion de 15 mM
y el pH es 7,0; y en la que la sal es cloruro de calcio a una concentracion de 10 mM y cloruro de sodio de 100
mM.

Formulacion segun la reivindicacion 2, en la que el uno o mas agentes de tamponamiento son histidina y Tris
a una concentracion de 3,3 mM cada uno.

Formulacion segun la reivindicacion 7, en la que la una o mas sales son cloruro de sodio a una concentracion
de 30 mM y cloruro de calcio a una concentracion de 0,56 mM.

Formulacion segun la reivindicacion 1, en la que los agentes estabilizantes son trehalosa a una concentracion
de 7,8 mM y manitol a una concentracion de 58,6 mM.
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Formulacion segun la reivindicacion 1, en la que el tensioactivo se selecciona del grupo que consiste en
digitonina, Triton X-100 (octilfenil éter de polioxietileno), Triton X-114 (terc-octilfenil éter de polietilenglicol),
TWEEN-20, TWEEN-80 (polisorbatos) y combinaciones de estos tensioactivos, y preferiblemente el
tensioactivo es TWEEN-80 a 0,03 g/l.

Formulacion segun la reivindicacion 1, en la que el rVWF comprende la secuencia de aminoacidos expuesta
en SEQ ID NO: 3; en la que los agentes de tamponamiento son histidina a una concentracion de 3,3 mM y
Tris a una concentracion de 3,3 mM a pH 7,0; en la que la sal es cloruro de sodio a una concentracién de 30
mM vy cloruro de calcio a una concentracion de 0,56 mM; en la que los agentes estabilizantes son trehalosa
a una concentracion de 7,8 mM y manitol a una concentracion de 58,6 mM; en la que el tensioactivo es
TWEEN-80 a 0,03 g/I.

Formulacion farmacéutica liquida estable de un factor de von Willebrand recombinante (rVWF) que
comprende: (a) un rVWF; (b) un agente de tamponamiento; (c) una o mas sales; (d) un agente estabilizante;
y (e) opcionalmente un tensioactivo;

en la que el r'VWF es capaz de provocar la aglutinacion de plaquetas estabilizadas en presencia de ristocetina;
en la que dicho rVWF comprende un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en:

a) la secuencia de aminoacidos expuesta en SEQ ID NO: 3;

b) un analogo, fragmento o variante biolégicamente activo de a);

c) un polipéptido codificado por el polinucleétido expuesto en SEQ ID NO: 1;

d) un analogo, fragmento o variante biolégicamente activo de c); y

e) un polipéptido codificado por un polinucleétido que se hibrida con el polinucleétido expuesto en SEQ ID
NO: 1 en condiciones de hibridacion moderadamente estrictas;

en la que dicho tampén esta compuesto por un agente de tamponamiento de pH en un intervalo de 0,1 mM
a 500 mMy en la que el pH esta en un intervalo de 2,0 a 12,0;

en la que dicho tampdn comprende citrato de sodio a una concentracién de 15 mM,;
en la que dicha sal es CaCl, a una concentracién de 10 mM;

en la que dicho agente estabilizante esta a una concentracion de 0,1 a 1000 mM; y
en la que dicho tensioactivo esta a una concentracion de 0,01 g/l a 0,5 g/l.

Formulacion segun la reivindicacion 15, en la que dicho agente de tamponamiento comprende ademas
glicina, histidina, Tris o combinaciones de estos agentes.

Formulacion segun la reivindicacion 15 o la reivindicacion 16, en la que el pH esta en el intervalo de 6,0-8,0,
y preferiblemente el pH esta en el intervalo de 6,5-7,3.

Formulacion segun la reivindicacion 17, en la que el pH es 7,0.

Formulacion segun la reivindicacion 15, en la que el agente estabilizante se selecciona del grupo que consiste
en manitol, lactosa, sorbitol, xilitol, sacarosa, trehalosa, manosa, maltosa, lactosa, glucosa, rafinosa,
celobiosa, gentiobiosa, isomaltosa, arabinosa, glucosamina, fructosa y combinaciones de estos agentes
estabilizantes.

Formulacion segun la reivindicacion 15, en la que el tensioactivo se selecciona del grupo que consiste en
digitonina, Triton X-100 (octilfenil éter de polioxietileno), Triton X-114 (terc-octilfenil éter de polietilenglicol),
TWEEN-20, TWEEN-80 (polisorbatos) y combinaciones de estos tensioactivos, y preferiblemente el
tensioactivo es TWEEN-80 a 0,03 g/l.

Formulacion segun la reivindicacion 19, en la que los agentes estabilizantes son trehalosa a una
concentracion de 7,8 mM y manitol a una concentraciéon de 58,6 mM.
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