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RESUMO

"VARIANTES DO DOMINIO GLA DOS FACTORES VII OU VIIa'

Variantes do dominio Gla do factor VII humano ou do
factor VIIa humano , que possuem 1 a 15 modificacgbes de
amincacidos relativamente ao factor VII humano ou ao factor
VIIa humano, em que foil introduzido um residuo aminodcido
hidrofébico por substituigdo na posigdo 34, ou gue possuem
uma substituicdo de um aminocacido na posicdo 36, ou que
possuem substituicgdes de aminodcidos nas posigdes 10 e 32 e
pelo menos mais uma substituicdo de um amincacido numa

posigdo seleccionada entre as posigdes 74, 77 e 166.



DESCRICAO

"VARIANTES DO DOMINIO GLA DOS FACTORES VII OU VIIa"

CAMPO DA INVENGCAO

A presente invencdo diz respeito a novas variantes do
dominio Gla dos polipeptidos Factor FVII (FVII) ou Factor
VIiIa (FVIIa) e também as variantes de tais polipeptidos
para fins terapéuticos, em particular para o tratamento de

diversas afeccdes relacionadas com a coagulagao.

ANTECEDENTES DA INVENQKO

A coagulagdo do sangue € um processo que consiste numa
interacc¢do complexa dos diversos componentes (ou factores)
do sangue, de que resulta, eventualmente, um coagulo de
fibrina. De um modo geral, os componentes do sangue gue
participam naquilo que tem sido designado por "cascata de
coagulagdo" sdo as proenzimas ou zimogénios, 1sto ¢&,
proteinas enzimaticamente inactivas que sdo convertidas
numa forma activa por acgdo de um activador. Um destes
factores de coagulacgdoc € o FVII.

O FVII é uma proteina do plasma dependente da vitamina
K, sintetizada no figado e segregada no sangue sob a forma
de uma glicoproteina de cadeia simples com um peso
molecular de 35 kDA (Broze & Majerus, J. Biol. Chem. 1980;
255: 1242-1247). 0O zimogénio FVII é convertido numa forma
activada (FVIIa) por clivagem proteolitica num unico local,
R152-I153, dai resultando duas cadeias 1ligadas por uma
Unica ponte dissulfureto. O FVIIa, formando um complexo com
o factor tecidual (complexo FVIIa), ¢ capaz de converter

tanto o factor IX (FIX) como o factor X (FX) nas suas



formas activadas, seguindo-se reaccdes que conduzem a uma
rapida produgdo de trombina e a formacdo de fibrina
(Dsterud & Rapport, Proc Natl Acad Sci USA 1977; 74: 5260-
5264) .

O FVII estd sujeito a modificagdes pds—-traducionais,

incluindo a carboxilagdo dependente da wvitamina K, dai

resultando dez residuos de acido y-carboxiglutémico na regido
do terminal N da molécula. Assim, os residuos com 0Os numeros
6, 7, 14, 16, 19, 20, 25,26, 29 e 35, indicados na SEQ ID NO:
1, sdo os residuos de acido y-carboxiglutamico no dominio Gla
importante para a actividade do FVII. Outras modificacles
pos-traducionais sdo o acoplamento do grupo agucar a dois
locais de N-glicosilacdo, que ocorrem naturalmente nas
posigbes 145 e 322, e a dois locais de O-glicosilagdao, que
ocorrem naturalmente nas posicdes 52 e 60.

O gene que codifica o FVII humano (hFVII) foi mapeado
para o cromossoma 13 em g34-gter 9 (de Grouchy et al., Hum
Genet 1984; 66: 230-233). Contém nove exdes e abrange 12,8
Kb (O'Hara et al., Proc Natl Acad Sci USA 1987; 84: 5158-
5162). A organizag¢do do gene e a estrutura proteica do FVII
sdo semelhantes as de outras proteinas prod-coagulantes,
dependentes da vitamina X, com os exbes la e 1lb a
codificarem a sequéncia sinal; o exdo 2, o proé-péptido e o
dominio Gla; o exdo 3, uma regido hidrofdbica curta; os
exbes 4 e 5, o0s dominios semelhantes ao factor de
crescimento epidermal; e os exBes desde 6 até 8§, o dominio
catalitico da protease de serina (Yoshitake et al.,
Biochemistry 1985; 24: 3736-3750).

H& estudos publicados sobre as estruturas tridimensionais
experimentais do hFVIIa (Pike et al., Proc Natl Acad Sci USA,
1999; 96: 8925-30 e Kemball-Cook et al., J. Struct. Biol.,



1999; 127: 213-223); do hFVIIa formando um complexo com um
factor tecidual soluvel, em que foram utilizados métodos
cristalograficos com raios X (Banner et al., Nature, 1996;
380:41 e Zhang et al., J. Mol. Biol., 1999; 285:2089); e de
fragmentos mais pequenos do  hFVII (Muranyi et al.,
Biochemistry, 1998; 37:10605 e Kao et al., Biochemistry, 1999;
38:7097) .

Sdo relativamente poucas as variantes, J4 descritas,
do FVII manipuladas com proteinas (Dickinson & Ruf, J Biol
Chem, 1997; 272:19875-19879; Kemball-Cook et al., J Biol
Chem, 1998; 273:8516-8521; Bharadwaj et al., J Biol Chem,
1996; 271:30685-30691; Ruf et al., Biochemistry, 1999;
38:1957-1966) .

H& estudos publicados sobre a expressdo do FVII em BHK
ou noutras células de mamiferos (WO 92/15686, WO 91/11514 e
WO 88/10295) e sobre a co-expressdo do FVII e da
endoprotease kex2 em células eucaridticas (WO 00/28065).

As preparag¢des comerciais de FVIIa humano recombinante
(rhFVIIa) estdo no mercado com a marca registada
NovoSeven®. O produto NovoSeven® ¢ indicado para o
tratamento de episdédics hemorrdgicos em pacientes que
padecam de hemofilia A ou B. O produto NovoSeven® &€ o Unico
rhFVITIa  presentemente existente no mercado para 0
tratamento eficaz e fiavel de episddios hemorragicos.

No documento WO 91/11514 estéd descrita uma forma
inactiva de FVII em que sdo modificadas a arginina 152 e/ou
a 1isoleucina 153. Estes aminocdcidos estdoc localizados no
local de activagdo. O documento WO 96/12800 descreve a

inactivacdo do FVIIa por meio de um inibidor da proteinase

da serina. A inactivacgdo do FVIIa, por carbamilacdoc no -

amincacido 153 do grupc I, fol j& descrita por Petersen et



al., Eur J Biochem, 1999; 261:124-129. A forma inactivada ¢
capaz de competir, com os FVII ou FVIIa de tipo selvagem,
pela 1ligacdao ao factor tecidual e pela 1inibig¢do da
actividade de coagulagdo. Fol Jj& sugerido que a forma
inactivada de FVIIa seja utilizada para o tratamento de
pacientes em que ocorram estados de hipercoagulagdo, por
exemplo, pacientes com sépsis ou em risco de enfarte do
miocardio ou de trombose.

Associadamente ao tratamento de hemorragias
descontroladas, como sucede nos traumatismos, admite-se que
o FVIIa seja capaz de activar o FX, convertendo-o em FXa,
sem ligacdo ao factor tecidual, e presume-se gque esta
reaccdo de activacdo ocorra, fundamentalmente, nas plagquetas
sanguineas activadas (Hedner et al. Blood Coagulation &
Fibrinolysis, 2000; 11; 107-111). No entanto, o hEVIIa ou ©
rhFVIIa tém uma actividade reduzida em relagdo ao FX na
auséncia do factor tecidual e, consequentemente, o tratamento
de hemorragias descontroladas, por exemplo, em pacientes com
traumatismos, necessita de doses relativamente elevadas e
multiplas de hFVIIa ou rhFVIIa. Assim, para tratar hemorragias
descontroladas, mals eficientemente (para minimizar as perdas
de sangue), € necessario dispor de moléculas de FVIIa melhores
gue possuam uma elevada actividade em relagdo ao FX, na
auséncia de factor tecidual. Tais moléculas de FVIIa melhores
devem proporcionar um tempo de coagulacdo menor (actividade
coagulante de accgdo mais réapida/maior), comparativamente com o
rhFVITIa, quando administradas nos casos de Themorragias
descontroladas.

As variantes do dominio Gla de FVII/FVIIa estdo
descritas nos documentos WO 99/20767, US 6 017 882 e WO

00/66753, tendo alguns residuos, localizados no dominio



Gla, sido identificados como importantes para a ligacado da
membrana fosfolipidica e consequentemente para a activagédo
do FX. Em particular, concluiu-se que os residuos 10 e 32
eram criticos e que poderia ser conseguida uma maior
afinidade de ligagdoc da membrana fosfolipidica, e
consequentemente uma maior activacdo do FX, realizando as
mutagdes P10Q e K3ZE. Em particular, concluiu-se que havia
um aumento da activagdo do FX, comparativamente com o
rhFVITa, em condi¢des marginais de coagulagdo, por exemplo,
em condicdes em que se encontra presente uma concentracdo
diminuta de factor tecidual.

0O documento WO01/58935 descreve uma nova estratégia
para o desenvolvimento de moléculas FVII ou FVIIa que
possuam, Iinter alia, um maior periodo de semi-vida, por
meio de glicosilag¢do directa ou por peguilacdo.

O documento W0O03/093465 descreve variantes de FVII ou
FVIIa que possuem determinadas meodificag¢des no dominic Gla
e que possuem um ou varios locais de N-glicosilacgéo
introduzidos fora do dominio Gla.

O documento WO 2004/029091 descreve variantes de FVII
ou FVIIa que possuem determinadas modificag¢des no local de
ligagao do factor tecidual.

Os inventores da presente invencdo identificaram agora
outros residuos no dominio Gla que aumentam ainda mais a
afinidade de ligacdo da membrana fosfolipidica e,
consequentemente, aumentam ainda mais & activagao do FX. As
variantes de FVII ou FVIIa da invengdo também podem
manifestar uma reduzida afinidade de 1ligagdo do factor
tecidual.

A presente invengdo tem por objectivo proporcionar

melhores moléculas de FVII ou FVIIa (variantes FVII ou



FVIIa) capazes de activar o FX ou o0 FXa mais eficientemente
do que os hFVIIa, ©rhFVIIa ou [PlOQ+K32E]rhFVIIa. Em
particular, constitui um objectivo da presente invengado
proporcionar melhores moléculas de FVII ou FVIIa (variantes
de FVII ou FVIIa) capazes de activar os FX ou FXa mais
eficientemente do que o©os hFVIIa, rhFVIIa ou [P10Q+K32E]
rhFvIIa na auséncia de factor tecidual. Estes objectivos
sdc realizados pelas variantes de FVII ou FVIIa aqui

apresentadas.

DESCRIGAO ABREVIADA DA INVENGAO

De acordo com um seu primeiro aspecto, a presente
invengdo diz respeito a uma variante polipeptidica do
factor VII (FVII) ou do factor VIIa (FVIIa), que possul uma
sequéncia de aminocdcidos que difere em 1-15 residuos
amincacidos relativamente a sequéncia de aminodcidos do
factor VII humano (rFVII) ou do factor VIIa humano (hFVIIa)
identificada por SEQ ID NO: 1, em que foi introduzido um
residuo aminodcido com carga eléctrica negativa por
substitui¢do na posicao 36.

De acordo com um segundo aspecto, a variante
polipeptidica do factor VII (FVII) ou factor VIIa (FVIIa)
compreende também uma substituicdo de um amincdcido na
posicgao 34.

De acordo com um tercelro aspecto, a variante
polipeptidica do factor VII (FVII) ou factor VIIa (FVIIa)
compreende uma substituicdo de aminocdcidos nas posigdes 10
e/ou 32.

Outros aspectos da invengdo dizem respeito a uma
seguéncia nucleotidica que codifica as variantes

polipeptidicas da invencdc, a um vector de expressido que



compreende a seguéncia nucleotidica e a uma célula
hospedeira que compreende a sequéncia nucleotidica ou o
vector de expressdo.

H4& ainda outros aspectos da invencdo que dizem
respeito a uma composicdo farmacéutica que compreende as
variantes polipeptidicas da invencgdo, as variantes
polipeptidicas da invengdo ou a composig¢do farmacéutica da
invengdo para utilizacdo como medicamento e também para
utilizacdo em métodos de tratamento.

Outros aspectos da presente invencdo tornar-se-do
evidentes a partir do texto subsequente e também a partir

das reivindicacdes anexas.

DESCRIQAO ABREVIADA DOS DESENHOS

A figura 1 é um grafico que ilustra o tempo de
coagulacao em funcdo da concentragdo para as variantes da
invengdo, quando experimentadas no "Ensaic com Sangue
Total".

A figura 2 é um grafico que traduz a taxa maxima de
geracao de trombina, dependente do factor tecidual, para as
variantes da invencdo, determinada no "Ensaio do Trombograma”.

A figura 3 € um grafico que traduz a taxa maxima de
geragdo de trombina dependente dos fosfolipidos, para as

variantes da invengdo, determinada no "Ensaio do Trombograma".

DESCRIGAO MINUCIOSA DA INVENGAO

Definigdes
No contexto da presente invencdo e das reivindicagdes

sdo utilizadas as defini¢des a seguir indicadas.



O termo "FVII" ou "polipéptido FVII" designa uma
molécula de FVII apresentada numa forma de cadeia simples.
Un exemplo de um polipéptido FVII € o FVII humano (hFVII)
de tipo selvagem gque possui a sequéncia de aminocdcidos
identificada por SEQ ID NO: 1. No entanto, faz-se observar
gque o termo "polipéptido FVII" também abrange as moléculas
semelhantes ao hFVII, tais como o0s fragmentos ou variantes
de SEQ ID NO: 1, em particular as variantes em que a
sequéncia possua pelo menos uma, por exemplo, até 15 e de
preferéncia até 10 modificacles de aminodcidos
comparativamente com a SEQ ID NO: 1.

0O termo "FVIIa" ou "polipéptido FVIIa"™ designa uma
molécula de FVIIa apresentada na sua forma de cadeia dupla
activada. Quando se wutiliza a sequéncia de aminoacidos
identificada por SEQ ID NO: 1 para descrever a sequéncia de
amincacidos de FVIIa, faz-se observar que o péptido ligado
entre R152 e I153 da forma de cadeia singular foi clivado e
gue uma das cadeias contém os residuos aminodcidos 1-152 e
a outra cadeia contém os residuos aminodcidos 153-406.

Os termos "rFVII" e "rFVIIa" designam o0s polipeptidos
FVII e FVIIa produzidos por técnicas recombinantes.

Os termos "hFVII" e hFVIIa" referem-se, respectivamente,
ao FVII e ao FVIIa humanos espontdneos tipicos, que possuem a
sequéncia de aminodcidos identificada por SEQ ID NO: 1.

Os termos "rhFVII" e "rhFVIIa" referem-se ao FVII e ao
FVIIa humanos espontaneos tipicos, que possuem a sequéncia
de aminocdcidos identificada por SEQ ID NO: 1, produzidos
por meios recombinantes. Um exemplo do rhFVIIa é o©
NovoSeven®.

Quando aqui utilizado, o termo "dominio Gla" pretende

abranger os residuos aminocacidos 1 a 45 da SEQ ID NO: 1.



Assim sendo, o termo "posicdo localizada fora do
dominio Gla" abrange os residuos aminodcidos 46-406 da SEQ
ID NO: 1.

As abreviaturas "FX", "TF" e "TFPI" correspondem
respectivamente a Factor X, Factor Tecidual e Inibidor das
Vias do Factor Tecidual.

O termo "dominio de protease" é utilizado para referir
os residuos 153-406, contados a partir do terminal N.

O termo "local catalitico" é utilizado para qualificar
a triade catalitica constituida por S344, D242 e H193 da
variante polipeptidica.

0 termo "original" serve para indicar a molécula gque
ird ser modificada/melhorada de acordo com &a presente
invencdo. Embora o polipéptido original que se pretende
modificar pelos métodos da presente invengdo possa ser
qualquer polipéptido FVII ou FVIIa, sendo por 1sso
proveniente de qualquer origem, v.g., uma origem de
mamifero n&c humano, ¢é preferivel que o polipéptido
original seja o hFVII ou o hFVIIa.

Uma "variante" ¢é um polipéptido que difere do seu
polipéptido original em um ou em varios residuos
aminoacidos, normalmente em 1-15 residuos amincacidos
(v.g., em 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 ou
15 residuos aminocacidos), por exemplo, em 1-10 residuos
aminoécidos, v.g., em 1-8, 1-6, 1-5 ou 1-3 residuos
aminodcidos. Normalmente, o polipéptido original é o hFVII
ou o hFVIIa.

O termo "conjugado" (ou, em alternativa, "polipéptido
conjugado") designa uma molécula heterogénea (no sentido em
gque pode ser mista ou quimérica) formada pelo acoplamento

covalente de um ou varios polipeptidos a um ou vAarios
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radicais nao polipeptidicos, tais como moléculas
poliméricas, compostos lipofilicos, radicais agucar ou
agentes organicos modificadores. De preferéncia, 0
conjugado é soluvel em concentracgdes e condigdes
relevantes, 1sto ¢, soluvel em fluidos fisioldgicos tais
como o sangue. Como exemplos de polipeptidos conjugados da
presente inven¢do refere-se o©0s polipeptidos glicosilados
e/ou peguilados.

O termo "liga¢dao covalente" ou "ligagdo de forma
covalente" significa que a variante polipeptidica e o
radical ndo polipeptidico ou estdo directamente unidos um
ao outro de forma covalente ou entdo estdo indirectamente
unidos um ao outro de forma covalente, através de um
radical intermediario, pelo menos, tal como uma ponte, um
separador ou um radical ligador.

O termo "radical ndo polipeptidico™ serve para
designar uma molécula, diferente de um polimero peptidico,
constituida por mondmeros amincacidos ligados entre si por
unides peptidicas, em que a referida molécula € capaz de se
conjugar com um grupo de acoplamento da variante
polipeptidica da dinvengdo. Como exemplos preferiveis de
tais moléculas refere-se as moléculas poliméricas, os
radicais agucar, os compostos lipofilicos ou os agentes
organicos modificadores. Quando utilizado no contexto de
uma variante <conjugada da presente invencdo, faz-se
observar que o radical ndo polipeptidico estd ligado a
parte polipeptidica da wvariante conjugada através de um
grupo de acoplamento do polipéptido. Conforme se disse
antes, o radical ndo polipeptidico pode estar directa ou
indirectamente 1ligado ao grupo de acoplamento, de uma

maneira covalente.
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Uma "molécula polimérica"” ¢é uma molécula formada pela
ligagcédo covalente de dois ou mais mondmercos, em que um dos
monémercs € um residuo amincdcido, com a excepcdo em que o
polimero ¢ a albumina humana ou uma outra proteina abundante
no plasma. O termo "polimero" pode ser utilizado como
alternativa ao termo "molécula polimérica". O termo pretende
abranger também as moléculas de hidratos de carbono acopladas
por glicosilagdo in vitro, isto é, uma glicosilagdo sintética
efectuada in vitro e que consiste, normalmente, em ligar, de
maneira covalente, uma molécula de um hidrato de carbono a um
grupo de acoplamento da variante polipeptidica, utilizando,
facultativamente, um agente de reticulacdo.

O termo "radical agucar" serve para designar uma
molécula que contém um hidrato de carbono, constituida por
um ou varios residuos monossacaridicos, a qual pode ser
acoplada a variante polipeptidica (para proporcionar um
conjugado da variante polipeptidica sob a forma de uma
variante polipeptidica glicosilada) por meio de uma
glicosilagdo in vivo. O termo "glicosilagdo in vivo" serve
para designar qualquer acoplamento de um radical agucar que
ocorra iIn vivo, 1sto ¢, durante o processamento pds-—
traduccional numa célula de glicosilagdo utilizada para a
expressdo da variante polipeptidica, v.g., por meio de uma
glicosilagdo ligada a N e 1ligada a O. A estrutura
oligossacaridica exacta depende, em grande medida, do
organismo de glicosilac¢do em questao.

Um "local de N-glicosilagdo" possui a sequéncia N-X-
S/T/C, em que o simbolo X representa um residuo aminocdcido,
com a excepcdo da prolina, o simbolo N representa asparagina
e S/T/C representa serina, treonina ou cisteina, de

preferéncia serina ou treonina e mais preferencialmente
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treonina. De preferéncia, o residuo amincacidc na posicdo +3
em relagdo ao residuo asparagina ndo é um residuo prolina.

Um "local de O-glicosilacdo" ¢é¢ o grupc OH de um
residuo serina ou treonina.
serve para designar um

O termo "grupc de acoplamento”

grupo funcional da variante polipeptidica, em particular de
um seu residuo amincdcido ou de um seu radical hidrato de
carbono, capaz de se acoplar a um radical ndo polipeptidico,
tal como uma molécula polimérica, uma molécula lipofilica,

um radical ag¢ucar ou um agente organico modificador. Os

grupos de acoplamento Uteis e seus radicais nao
polipeptidicos correspondentes sdo o0s gue ressaltam do
quadro subsequente.
Grupo de Exemplos de Método de
acopla- Aminocacido radicais néao conijugacio/ Referéncia
-mento polipeptidicos | PEG activado
-NH, Terminal N, Polimero, mPEG-SPA '"Nektar
Lys v.g., PEG, com | mPEG Therapeutics'
um grupo amida | tresilado Delgado et al.,
ou imina "Critical
reviews in
Therapeutic Drug
Carrier Systems"
9(3,4):249-304
(1992)
-COCH Terminal C, Polimero, v.g. mPEG-Hz 'Nektar
Asp, Glu PEG, com um Therapeutics'
grupo éster ou
amida
Radical hidrato acoplamento
de carbono in vitro
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(continuacao)
Grupo de Exemplos de Método de
acopla- Aminoacido radicais nao conjugacéo/ Referéncia
-mento polipeptidicos | PEG activado
-SH Cys Polimero, v.g. PEG-vinil- 'Nektar
PEG, com um sulfona Therapeutics'
grupo PEG- Delgado et al.,
dissulfureto, maleimida "Critical
maleimida ou reviews in
vinil-sulfona Therapeutic Drug
Carrier Systems"
Radical acoplamento 9(3,4): 249-304
hidrato de in vitro (1992)
carbono
-OH Ser, Thr, radical acgucar | O-
Lys, OH- PEG cam éster, glicosilacao
éter, carbamato, | in vivo
carbonato
-CONH, Asn como Radical agtcar | N-
parte de um glicosilacéao
local de N- Polimero, in vivo
glicosilacgao | v.g., PEG
Residuo Phe, Tyr, Radical Acoplamento
aromatico | Trp hidrato de in vitro
carbono
-CONH, Gln Radical Acoplamento 'Yan e Wold',
hidrato de in vitro "Biochemistry”,
1984, Jul 31;
carbono 23(16) : 3759-65
Aldeido Oligossaca- Polimero, peguilacao 'Andresz et al.,
cetona rideo v.g., PEG, 1578, "Macromol.
Chem., 179:301,
oxidado PEG-hidrazida

WO 92/16555, WO
00/23114
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(continuacao)
Grupo de Exemplos de Método de
acopla- Aminoacido radicais nao conjugacéo/ Referéncia
-mento polipeptidicos | PEG activado
Guanidino | Arg Radical Acoplamento 'Lundblad e
hidrato de in vitro Noyes',
"Chemical
carbono Reagents for
Protein
Modification,
CRC' Press
Inc., Flérida,
E.U.A.
Anel His Radical Acoplamento Tal como para
imidazol hidrato de in vifro a guanidina
carbono

Para a N-glicosilagdo 1in vivo utiliza-se o termo
"grupo de acoplamento" de uma maneira nao convencional para
indicar os residuos aminodcidos gue constituem um local de
N-glicosilacdo (com a sequéncia N-X-S/T/C, conforme indicado
antes) . Embora o residuo asparagina do local de N-glicosilagédo
seja aquele ao qual o radical agucar € acoplado durante a
glicosilagdo, tal acoplamento ndo pode ser conseguido a néo
ser que se encontrem presentes outros residucs amincdcidos do
local de N-glicosilacéo.

Assim sendo, quando o radical ndo polipeptidico é um
radical agucar e a conjugacdo é efectuada por N-glicosilacgdo
in vivo, o termo "residuo aminodcido que compreende um grupo
de acoplamento para um radical ndo polipeptidico", tal como
¢ utilizado a propdsito das alteragdes da sequéncia de
aminoacidos do polipéptido, pretende significar que um ou
varios residuos aminocdcidos, que constituem um local de
N-glicosilacdo in vivo, irdoc ser alterados de tal maneira
gue seja introduzide um local de N-glicosilag¢do funcional

in vivo na sequéncia de aminoacidos.
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Na presente memdria descritiva, 08 nomes dos
amincacidos e os ncmes dos &tomos (v.g., CA, CB, CD, CG,
sG, Nz, N, O, (C, etc.) utilizados sdao o0s que estdo
definidos em 'Protein DataBank' (PDB) (www.pdb.org), com
base na nomenclatura da IUPAC (IUPAC Nomenclature and
Symbolism for Amino Acids and Peptides (nomes de residuos,
nomes de &tomos, etc), Eur. J. Biochem., 138,9-37 (1984),
conjuntamente com as suas correc¢gbes em Fur. J. Biochem.,
152, 1 (1985)).

O terno "residuo aminoacido" pretende designar qualquer
residuo aminodcido natural ou sintético e pretende indicar,
fundamentalmente, um residuo aminocidcido contido no conjunto
constituido pelos 20 aminodcidos que ocorrem naturalmente,
isto ¢, seleccionados entre o conjunto constituido pelos
residuos alanina (Ala ou A), cisteina (Cys ou C), é&cido
aspartico (Asp ou D), 4acido glutamico (Glu ou E),
fenilalanina (Phe ou F), glicina (Gly ou G), histidina (His
ou H), isoleucina (Ile ou I), lisina (Lys ou K), leucina (Leu
ou L), metionina (Met ou M), asparagina (Asn ou N), prolina
(Pro ou P), glutamina (Gln ou Q), arginina (Arg ou R), serina
(Ser ou S), treonina (Thr ou T), valina (Val ou V),
triptofano (Irp ou W) e tirosina (TIyr ou Y).

A termindloga utilizada para identificar as posigdes
dos aminodcidos ¢é a que se ilustra a seguir. G124 indica
que a posigdo 124 estd ocupada por um residuc glicina na
sequéncia de aminodcidos identificada por SEQ ID NO: 1.
G124R indica que o residuo glicina na posicdo 124 foi
substituido por um residuo arginina. As substituicdes
alternativas estdo indicadas pelo simbolce "/", v.g.,
N145S/T significa uma sequéncia de amincacidos em cque ©

residuo asparagina na posicdo 145 estd substituido quer com
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serina quer com treonina. As substituig¢des multiplas estdo
indicadas pelo simbolo "+", v.qg., KI143N+N145S/T indica uma
seguéncia de aminoacidos que compreende uma substituicdo do
residuo lisina na posicdo 143 por um residuo asparagina e
uma substituig¢do do residuo asparagina na posicdo 145 por
um residuo serina ou um residuo treonina. A inserc¢do de um
residuo aminoidcido suplementar, v.g., a inserg¢do de um
residuo alanina a seguir a G124 estd indicada por G124GA. A
insercgdo de dois residuos alanina suplementares a seguir a
G124 estd indicada por G124GAA, etc.. Tal como aqui
utilizado, o termo "inserido na posigdo X" ou "inserc¢do na
posicdo X" significa que o(s) residuo(s) aminodcido(s)
é(sdo) inserido(s) entre o residuo aminodcido X e o X+1.
Uma deleccdo de um residuo amincdcido é indicada por um
asterisco. Por exemplo, a deleccdo do residuo glicina na
posicdo 124 ¢ indicada por Gl24x*.

Salvo quande especificade de outro modo, a numeragdo
dos residuos aminodcidos feita no presente texto corresponde
a sequéncia de aminocdcidos do polipéptido hFVII/hFVIIa (SEQ
ID NO: 1).

O termo "difere de ", tal como utilizado a propdsito
das mutacdes especificas, serve para 1indicar outras
diferengas que estejam presentes para além da diferenca
especificada de aminoacidos. Por exemplo, para além das
modificagdes efectuadas no dominio Gla, com o objectivo de
se aumentar a activagdoc do FX, o polipéptido pode conter
outras modificacdes que ndo estejam necessariamente
relacionadas com este efeito.

Assim, para além das modificagdes de aminocdcidos aqui
descritas, faz-se observar que a seguéncia de aminocdcidos

da variante polipeptidica da invengdo pode conter, se
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desejado, outras alteracdes, 1sto é, outras substituicdes,
insergdes ou delecgdes. Por exemplo, tais alteracdes podem
compreender o truncamento do terminal N e/ou do terminal C
em um ou varios residuos amincacidos (v.g., em 1-10 residuos
aminodcidos), ou a adigdo de um ou varios residuos
suplementares no terminal N e/ou no terminal C, v.g., a
adicdo de um residuoc metionina no terminal N ou a introdugdo
de um residuo cisteina no terminal C ou préximo dele, e
também as "substituigbdes de aminoAcidos conservadoras", isto
¢, as substituigdes efectuadas no seio de grupos de aminodcidos
com caracteristicas semelhantes, v.g., aminocdcidos pequenos,
aminodcidos acidicos, aminodcidos polares, aminodcidos bésicos,
aminocacidos hidrofébicos e amincacidos aromidticos.

Como exemplos de tais substituig¢des conservadoras

refere-se as que estdo agrupadas no quadro seguinte.

1 Alanina (2) Glicina (G) Serina (S) Treonina (T)
2 | Acido aspartico |[Acido

(D) glutdmico (E)
3 | Asparagina (N) Glutamina (Q)
4 | Arginina (R) Histidina (H) Lisina (K)
5 | Isoleucina (I) Leucina (L) Metionina (M) |Valina (V)
6 Fenilalanina Tirosina (Y) Triptofano (W)

(F)

H&4 ainda outros exemplos de modificagdes suplementares
gue estdo explicitadas nas secgbes com os titulos
"Modificagdes fora do dominio Gla" e "Outras modificagbes
fora do dominio Gla".

O termo "sequéncia nucleotidica" pretende designar um
segmento consecutivo de duas ou mais moléculas nucleotidicas.

A sequéncia nucleotidica pode ser gendmica, de ADNc, de
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ARN, semi-sintética, de origem sintética ou qualquer sua
combinagao.

O termo "vector" designa um plasmideoc, ou outras
sequéncias nucleotidicas, com possibilidade de replicacgédo
dentro de uma célula hospedeira ou que possa ser integrado
no genoma da célula hospedeira, sendo por esse motivo util
para desempenhar diferentes fungdes em conjunto com as
células hospedeiras compativeis (um sistema vector-
hospedeiro) para facilitar a <clonagem da sequéncia
nucleotidica, isto ¢, para a producgdo de quantidades Uteis
da sequéncia, para comandar a expressdc do produto génico
codificado pela sequéncia e para integrar a seguéncia
nucleotidica no genoma da célula hospedeira. O vector ira
conter diferentes componentes, dependendo isso da funcgdo
que ird desempenhar.

Os termos "célula", "célula hospedeira", "linhagem
celular™” e "cultura celular" 580 aqui utilizados
indiferentemente, subentendendo-se desde Ja que esses
termos abrangem a progenia resultante do desenvolvimento de
uma célula ou da sua criacdo em cultura.

Os termos "transformacgao" e "transfeccgao" 580
utilizados, indiferentemente, para designar © processo de
introdugdo de ADN numa célula.

O termo "funcionalmente ligado" refere-se a unido
covalente de duas ou mais sequéncias nucleotidicas, por
meio de uma ligag¢do enzimatica ou de qualquer outra forma,
numa configuracdo relativa entre elas, de tal modo que a
funcdo normal das sequéncias possa ser realizada. De um
modo geral, o termc "funcionalmente ligado" significa que
as sequéncias nucleotidicas que ird@o ser ligadas sé&o

contiguas e, no caso de uma sequéncia lider secretdria, séo
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contiguas e estdo em fase de leitura. O encadeamento é
efectuado por ligacdo em locais de restrigdo convenientes.,
Se tails locals ndao existirem, entdo sdo utilizados
adaptadores ou ligadores de oligonucledtidos sintéticos, em
conjunto com métodos convencionais do ADN recombinante.

No contexto da presente invencdao, 0 termo
"modificacdo" ou "modificacgdo de aminodcidos"™ serve para
designar a substituicdo de uma <cadeia lateral de
amincacidos, a substituigcdo de um residuoc aminocacido, a
delecgdo de um residuc aminodcido ou a dinsercdo de um
residuo aminoacido.

0 termo "introduzir" refere-se a introdugdo de um
residuo aminodcido, em particular por substituic¢do de um
residuo aminocdcido existente ou, em alternativa, por
inser¢do de um residuo aminocdcido suplementar.

O termo "remover" refere-se a remocdo de um residuo
aminodcido, em particular por substituig¢do do residuo
aminodacido, que se pretende remover, por um outro residuo
aminoacido ou, em alternativa, por delec¢do (sem substituicgédo)
do residuo aminoacido que se pretende remover.

No contexto da presente invencdo, o termo "actividade"
deve ser entendido como sendo a actividade relevante
associada ao ensaic em que a actividade é realmente medida.

Assim, o termo "actividade amidolitica" serve para
designar a actividade medida no "ensaio amidolitico" aqui
descrito. Para manifestar "actividade amidolitica", uma
variante da invencdo, na sua forma activada, deve ter pelo
menos 10% da actividade amidolitica do rhFVIIa, quando
testada no "ensaio amidolitico" aqui descrito. De acordo
com uma forma de realizagdo preferencial da inveng¢do, na

sua forma activada, a variante possui pelo menos 20% da
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actividade amidolitica do rhFVIIa, por exemplo, pelo menos
30%, v.g., pelo menos 40%, mals preferencialmente pelo
menos 50%, por exemplo, pelo menos 60%, v.g., pelo menos
70%, ainda mais preferencialmente pelo menos 80%, por
exemplo, pelo menos 90% da actividade amidolitica do
rhFVIIa, guando testada no "ensaio amidolitico"™ aqui
descrito. De acordo com  uma forma de realizacao
interessante, na sua forma activada, a variante possui
praticamente a mesma actividade amidolitica do rhFVIIa, por
exemplo, uma actividade amidolitica compreendida entre 75-
125% da actividade amidolitica do rhFVIIa.

O termo "actividade coagulante” designa a actividade
medida no "Ensaic com Sangue Total" aqui descrita, isto é,
0 tempo necessario para se obter a formagcdo de um coagulo.
Assim, um tempo de coagulagdo menor corresponde a uma
actividade coagulante maior.

0 termo "actividade coagulante maior"™ serve para indicar
gue o tempo de coagulacdo da variante polipeptidica diminui
significativamente, em termos estatisticos, em relacgdo ao
observado com © rhFVIIa ou [PL1OQ+K32E]rhFVIIa, conforme
determinado em condigdes compardveis e quando a medicdo ¢é
feita nos termos do "Ensaio com Sangue Total" aqui descrita.

No contexto da presente invencdo, o termo "actividade"
também é utilizado a propdésito da capacidade das variantes
para activarem o FX convertendo-o em FXa. Esta actividade
também ¢é designada por "actividade de activagdo do FX" ou
"actividade de geracdo do FXa" e pode ser determinada no
"Ensaio de Activacgdo do Factor X Independente do TF" aqui
descrito.

O termo "maior actividade de activagdo do FX" ou "maior

actividade de gerag¢do de FXa" serve para indicar gque uma
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variante da invencdoc, na sua forma activada, tem uma
capacidade significativamente maior, em termos estatisticos,
para activar o FX convertendo-o em FXa, comparativamente com
uma molécula de referéncia, tal como rhiFvIiIa ou
[P10O+K32E]rhFVIIa. O aumento da mailor actividade de
activacdo do FX produzido por uma variante da invencdo (na
sua forma activada) pode ser determinado, convenientemente,
no "Ensaic de Activacdo do Factor X Independente de TF" aqui
descrito.

O termo "imunogenicidade”, quando utilizado a
propdésito de uma determinada substancia, tem por objecto
indicar a aptiddc dessa substancia para induzir uma
resposta do sistema imunitdrio. A resposta imunitdria pode
ser uma resposta mediada por uma célula ou por um anticorpo
(ver, v.g., Roitt: Essential Immunology (108 Edigdo,
Blackwell) para se saber a definig¢ao de imunogenicidade).
Normalmente, uma reduzida actividade de anticorpos ird ser
um indicador de uma imunogenicidade reduzida. A
imuncgenicidade pode ser determinada mediante a utilizagdo
de qualquer processo adequado, conhecido na especialidade,
Vv.g., 1in vivo ou in vitro.

O termo "semi-vida funcional in vivo" é utilizado com
a sua significacdo normal, isto ¢, o periodo durante o qual
50% da actividade Dbioldgica do polipéptido se encontra
ainda presente no corpo/érgdc visado, ou o periodo ao fim
do qual a actividade do polipéptide é 50% do seu valor
inicial.

Como alternativa a determinacdo da semi-vida funcional in
vivo, ¢ possivel determinar a "semi-vida no soro", isto é, o
periodo ao fim do gual 50% do polipéptido circula no plasma ou

na corrente sanguinea antes de ser depurado. A determinacdo da
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semi-vida no soro ¢, normalmente, mais simples do que a
determinacado da semi-vida funcional in vivo, sendo normalmente
a magnitude da semi-vida no soro um bom indicador da magnitude
da semi-vida funcional in vivo., Os termos alternativos a
semi-vida no soro sdo "semi-vida no plasma", "semi-vida na
circulacgédo", "depuracdo sérica", "depuracdo pléasmica" e
"semi-vida de depuracdo”. O polipéptido é depurado pela acgdo
de um ou vArios sistemas reticuloendoteliais (RES), rim, bago
ou figado, pelo factor tecidual, mediante elimina¢do mediada
pelo receptor SEC ou por outro receptor, ou por protedlise
especifica ou ndo especifica. Normalmente, a depuragdo depende
do tamanho (relativamente ao valor c¢ritico da filtracdo
glomerular), carga eléctrica, cadeias de hidratos de carbono
acopladas e da presenga de receptores celulares para proteina.
A funcionalidade que deve ser retida ¢é seleccionada,
normalmente, entre as actividades prdé-cocagulante, proteolitica
ou de ligagcdc ac receptor. A semi-vida funcional in vivo e a
semi-vida no soro podem ser determinadas por meio de quaisquer
métodos convenientes conhecidos na especialidade.

O termo "maior", tal como utilizado a propdsito da semi-
vida funcional in vivo ou da semi-vida no soro, serve para
indicar que a semi-vida relevante da variante polipeptidica é
significativamente aumentada, em termos estatisticos,
relativamente a da molécula de referéncia, tal como rhFVIIa
ou [PLOQ+K32E]rhFVIIa, conforme determinadoec em condicdes
comparavels (determinada tipicamente num animal experimental,
por exemplo, ratos, coelhos, cobaias ou macacos).

0O termo "AUC,," ou "4rea sob a curva quando
administrado por via intravenosa"™ ¢ utilizado com a sua
significag¢do normal, ou seja, € a A&rea sob a curva de

actividade no soro em fun¢ao do tempo, em que a variante
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polipeptidica foi administrada por via intravenosa, em
particular quando administrada aos ratos por via
intravenosa. Tipicamente, a actividade medida é a
"actividade coagulante", conforme definido antes. Uma vez
determinados ©0s pontos experimentais da actividade em
funcdo do tempo, ¢é possivel calcular, convenientemente, a
AUC;;y por meio de um programa informatico, tal como o
'GraphPad Prism 3.01".

Para se fazer uma comparagdo directa entre os wvalores
de AUC;, para diferentes moléculas (v.g., entre as variante
das invencdo e uma molécula de referéncia, tal como rhFVIa
ou [P10Q+K32E]rhFVIIa), faz-se observar que deve ser
administrada a mesma quantidade de actividade. Em
consequéncia, 0s valores de AUC;, séo, tipicamente,
normalizados (isto &, corrigidos em termos das diferencas
nas doses injectadas) e expressos sob a forma de AUC;,/dose
administrada.

0 termo "sensibilidade reduzida a degradacao
proteolitica™ pretende significar, essencialmente, gque a
variante polipeptidica tem uma sensibilidade reduzida a
degradagado proteolitica em comparagdo com hFVIIa, rhFVIIa
ou [P10Q+K32E]rhFVIIa, conforme determinado em condigdes
comparaveis. De preferéncia, a degradacdo proteolitica ¢é
reduzida pelo menos em 10% (v.g., € reduzida em 10-25% ou
em 10-50%, por exemplo, pelo menos 25%, v.g., € reduzida em
25-50%, em 25-75% ou em 25-100%), mais preferencialmente ¢é
reduzida pelo menos em 35%, por exemplo, pelo menos em 50%
(v.g., ¢é reduzida em 50-75% ou em 50-100%), ainda mais
preferencialmente ¢é reduzida pelo menos em 60%, por
exemplo, pelo menos em 75% (v.g., € reduzida em 75-100%) ou

até mesmo pelo menos 90%.
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O termo "depurac¢do renal" ¢ utilizado com a sua
significagdo normal para indicar qualquer depuragdo que
resulte da ac¢do dos rins, v.g., por filtracdo glomerular,
por excreg¢do tubular ou por degradagdc nas células
tubulares. A depuracdo renal depende das caracteristicas
fisicas do polipéptido, incluindo ¢ tamanho (didmetro), o©
volume hidrodinamico, a simetria, a forma/rigidez e a carga
eléctrica. Normalmente, considera-se que um peso molecular
de cerca de 67 kba é um valor critico para a depuragdo
renal. A depuracdo renal pode ser determinada por meioc de
gqualguer ensaio conveniente, v.g., um ensaio Iin vivo
consagrado. De uma forma tipica, determina-se a depuracgdo
renal administrando um peclipéptido marcado (v.g., marcado
com um radicisétopo ou com fluorescéncia) a um paciente e
medindo a actividade do identificador na urina recolhida
desse rpaciente. Determina-se a depura¢do renal reduzida,
relativamente a um correspondente polipéptido de referéncia,
v.g., rhFVIIa ou [P10Q+K32E]rhFVIIa, em condigdes comparaveis.
De preferéncia, a velocidade de depuracdo renal da variante
polipeptidica ¢ reduzida pelc menos em 50%, de preferéncia,
pelo menos em 75% e mals preferencialmente pelo menos em 90%,
comparativamente com rhFVIIa ou [P10Q+K32E]rhFVIIa.

Os termos "local de ligacdo do factor tecidual", "regido
do local activo" e "crista da fissura de ligagao do local
activo" sdo definidos tomando como referéncia o Exemplo 1.

O termo "residuo aminoadcido hidrofdébico" compreende os
seguintes residuos amincdcidos: isoleucina (I), leucina
(L), metionina (M), valina (V), fenilalanina (F), tirosina

(Y) e triptofano (W).
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O termoc "residuo aminodcidc com carga negativa"
compreende os seguintes residuos amincécidos: Acido
aspartico (D) e acido glutdmico (E).

0 termo "residuo amincdcido <c¢om carga positiva"
compreende o0s seguintes residuos aminodcidos: lisina (K),

arginina (R) e histidina (H).

Variantes da Invengao
As modificagdes efectuadas no dominio Gla do

polipéptido original permitem obter, preferencialmente, a

Q_)/

molécula resultante com uma maior afinidade de ligagdo
membrana fosfolipidica, uma melhor aptiddo para activar o
FX, convertendo-o em FXa, e/ou uma maior actividade
coagulante. As variantes da invencdo também podem ter uma
reduzida afinidade de ligagdo do factor tecidual e uma
reduzida actividade ao ligarem-se ao factor tecidual.

Sem se pretender definir qualquer limitag¢do imposta
por gualgquer teoria particular, admite-se presentemente que
a maior afinidade de ligacdo a membrana fosfolipidica tem
como resultado uma maior concentracdo local das variantes
polipeptidicas activadas que estejam muito proéximas dos
outros factores de coagulacdo, particularmente o FX. Assim,
a taxa de activacdoc do FX, convertendo-o em FXa, 1ird ser
superior, simplesmente devido a uma maior razdo molar entre
a variante FVII activada e o FX. Da maior taxa de activacdo
do FX resulta, entdo, uma maior quantidade de trombina
activa e consequentemente uma taxa maicr de reticulacdo da
fibrina.

Em consequéncia, antevé-se que o tratamento médico com
uma variante polipeptidica de acordo com a invencdo possa

proporcionar vantagens comparativamente com © composto
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rhFVITa presentemente disponivel (NovoSeven®), tais como
uma dose menor, uma eficacia maior e/ou uma accdo mais
rapida.

Além disso, admite-se que as variantes independentes do
factor tecidual, d1sto ¢, as variantes que tenham uma
actividade reduzida quando ligadas ao factor tecidual,
comparativamente com o factor VIIa humanc de tipo selvagem,
possam proporcionar determinadas vantagens de seguranga em
termos de um risco reduzido de formagdo indesejada de
codgulos sanguineos (v.g., trombose ou tromboembolia), em
particular quando utilizadas para tratar fendmenos
hemorragicos descontrolados agudos, tais como os traumdticos.

Assim, de acordo com uma forma de realizacdo da invencdo
muitissimo preferencial, a variante polipeptidica, na sua
forma activada e quando comparada com uma molécula de
referéncia, tal como o rhFVIIa ou o [PlOQ+K32E]rhFVIIa, tem
uma maior actividade de activagdo do FX, em particular quando
experimentada num ensaio independente do factor tecidual, tal
como o "Ensaio de Activacdo do¢ Factor X Independente do TE"
aqul descrito. Mais particularmente, é preferivel que a razao
entre a actividade de activagdo do FX da variante
polipeptidica, na sua forma activada, e a actividade de
activacdo do FX de uma molécula de referéncia seja pelo menos
igual a 1,25 quando experimentada no "Ensaio de Activacdo do
Factor X Independente do TF", aqui descrito. Mais
preferencialmente, esta razdo ¢ pelo menos igual a 1,5, por
exemplo, pelo menos 1,75, v.g., peloc menos 2, ainda mais
preferencialmente é pelo menos 3, por exemplo, pelo menos 4,
e mais preferencialmente é pelo menos 5.

Quando a molécula de referéncia € rhFVIIa, a razdo

entre a actividade da variante polipeptidica, na sua forma
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activada, para activacdc do FX e a actividade do rhFVIIa
para activagdo do FX é, preferencialmente, pelc menos cerca
de 5 e, tipicamente, ¢é pelo menos cerca de 10, quando
experimentada no "Ensaio de Activagdo do Factor X
Independente do TF" aqui descrito, podendo ser, por
exemplo, pelo menos cerca de 15 ou 20.

De acordo com uma outra forma de realizacdoc da
invengdo muitissimo preferencial, as variantes da invencédo
possuem uma maior actividade coagulante (isto é, um periodo
de coagulacdo reduzido), comparativamente com o rhFVIIa ou
[P10Q+K32E] rhFVIIa. De acordo com uma forma de realizagdo
preferivel da invengdo, a razdo entre o tempo para se alcancar a
formagdo de codgulo com a variante (tyariant) € © tempo para se
alcancar a formacdoc de coagulo com rhFVIIa (tut) ou
[P1OQ+K32E] rhFVIIa (Lr1optxazs) é, no  maximo, 0,9 cuando
experimentadas no "Ensaio com Sangue Total" aqui descrito.

Mais preferencialmente, esta razdo ¢é, gquando muito,
0,75, por exemplo, 0,7, ainda mais preferencialmente essa
razdo €, no maximo, 0,6 e muito mais preferencialmente essa
razdo é, no maximo, 0,5).

E possivel conseguir uma ou varias dessas propriedades

supramencionadas mediante as modifica¢des aqui descritas.

Variantes da 1nvengdo que tém um residuo aminodcido

hidrofébico na posigdo 34

Conforme se disse antes, a presente inven¢do diz
respeito a um aspecto da variante polipeptidica de FVII ou
FVIIa gque possul uma sequéncia de amincdcidos gque difere em
1-15 residuos aminodcidos relativamente a sequéncia de

amincdcidos de hFVII ou hFVIIa (SEQ ID NO:1), em gque foi
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introduzido um residuo aminoacido hidrofdbico por
substituicdo na posigao 34.

O residuo aminocacido hidrofébico a introduzir na
posicdo 34 pode ser seleccionado entre o conjunto
constituido por I, L, M, V, F, Y e W, de preferéncia I, L e
V e em particular L.

De acordo com uma forma de realizag¢do preferencial, a
variante compreende também uma substituicdo de um
aminoacido na posigdo 10, em particular P10Q, e/ou uma
substituig¢do de um amincdcido na posicdo 32, em particular
K32E. De acordo com uma forma de realizagdo particularmente
preferencial da invencao, a variante compreende
substituic¢des em ambas as posig¢des 10 e 32, por exemplo,
P10Q+K32E.

Assim  sendo, de acordo com uma forma de realizac¢do
interessante da inven¢do, a variante compreende as substituicdes
P10Q+K32E+A34L,

De acordo com uma forma de realizagdo particular
interessante da invencdo, a variante compreende também uma
insercdo em que se introduz pelo menos um (tipicamente um)
residuo aminodcido entre as posicdes 3 e 4. E preferivel
que o residuc amincdcido inserido seja um residuo
amincdcido hidrofdbico. Mais preferencialmente, a insercédo
¢ RA3AY. Assim sendo, de acordo com uma forma de realizacdo
particular interessante da invengdo, a variante compreende
as modificac¢des AZAY+P10Q+K32E+A34L.

Para além de quaisquer das modificagdes supramencionadas,
a variante pode compreender uma outra substituicdoc na posigdo
33. De preferéncia, introduz-se um residuo aminodcido

hidrofdébico por substituigdo na posicdo 33, em particular D33F.
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O dominio Gla também pode conter modificagdes noutras
posigdes, em particular nas posigdes 8, 11 e 28, por
exemplo R28F ou RZ28E. Por outro lado, faz-se observar que o
dominio Gla ndo deve ser demasiadamente modificado para que
as propriedades de ligagdoc a membrana ndo fiquem

comprometidas. Deste modo, é preferivel ndo fazer nenhumas

modificagdes nos residuos que fiquem Y-carboxilados, ou
seja, ¢ preferivel ndo fazer nenhumas modificag¢des nos
residuos 6, 7, 14, 16, 19, 20, 25, 26, 29 e 35. De uma
maneira 1idéntica, em geral, ¢é preferivel que nao sejam
introduzidos radicais nédoc polipeptidicos, tais como o0s
radicais agucar e/ou grupos PEG, no dominio Gla. Em
consequéncia, é preferivel ndo fazer nenhumas modificacgdes
no dominio Gla que criem um local de N-glicosilacdo 1in
vivo.

Finalmente, faz-se observar que as modificag¢des feitas
no dominio Gla, descritas nesta seccao, podem  ser
combinadas, vantajosamente, com uma ou varias modificagdes
em posig¢des localizadas fora do dominio Gla (ver a secgdo
subsequente como o titulo "Modificagdes fora do dominio
Gla"™ e na seccdo subsequente "Outras modificagdes fora do

dominio Gla).

Variantes da invengdo que compreendem uma substituicdo de

um aminodcido na posigdo 36

Conforme se disse antes, a invenc¢do diz respeito a uma
variante polipeptidica de FVII ou FVIIa que possul uma
sequéncia de aminodcidos que difere em 1-15 residuos
amincacidos relativamente & sequéncia de aminoacidos do

hFVII ou hFVIIa (SEQ ID NO:1) em que um residuo aminoacido
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com carga eléctrica negativa foi introduzido por
substitui¢do na posigao 36.

De preferéncia, o residuo amincdcido a introduzir por
substituig¢do na posicdo 36 é um residuo amincacido com
carga eléctrica negativa, v.g., R36E ou R36D, em particular
R36E.

De acordo com uma forma de realizag¢do preferencial, a
variante compreende também uma substituigdo de um residuo
aminoacido na posigdo 10, em particular P10Q, e/ou uma
substituig¢do de um residuo amincdcido na posigdo 32, em
particular K32E. De acordo com uma forma de realizagdoc da
invenc¢do particularmente preferivel, a variante compreende
substituic¢des em ambas as posig¢des 10 e 32, por exemplo,
P10Q+K32E.

A  wvariante da invencdo ainda pode conter uma
substituicdo na posicdo 38. E preferivel introduzir um
residuo aminodcido com carga eléctrica negativa por
substitui¢do na posig¢do 38, v.g., K38E ou K38D, em
particular K38E.

Assim sendo, as variantes interessantes sao aquelas
gue compreendem as substituigbes seguintes: PL10Q+K32E+R36E
ou P10Q+K32E+R36E+K38E.

De accrdo com uma forma de realizacdo particularmente
interessante, a variante compreende também uma substituigdo
de um residuo aminocdcido na posicédc 34 (isto é, a variante
resultante apresenta substitui¢fes ncs residuos seguintes
10+32+34+36 ou 10+32+34+36+38). De preferéncia, introduz-se
um residuo aminodcido com carga eléctrica negativa por

substitui¢do na posic¢ao 34, v.g., A34E ou A34D.
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Como exemplos especificos de variantes preferiveis
refere-se acgueles que compreendem  as substituigdes
seguintes: P10Q+K32E+A34E+R36E OU P1l0Q+K32E+A34D+R36E+K38E.

De acordo com uma forma de realizagdo particular
interessante da invencdo, a variante compreende também uma
insercdo em que se insere pelo menos um (tipicamente um)
residuc aminodcido entre as posigdes 3 e 4. E preferivel
que o residuc amincdcido inserido seja um residuo
amincacido hidrofdbico. Mais preferencialmente, a insercgdo
¢ A3AY.

Para além de quaisquer das modificac¢Bes supramencionadas,
a variante pode compreender uma outra substitui¢do na posicdo
33. De preferéncia, introduz-se um residuo aminodcido
hidrofébico por substituicdo na posicdo 33, em particular
D33F.

O dominio Gla também pode conter modificagdes noutras
posigdes, em particular nas posigdes 8, 11 e 28, por
exemplo R28F ou RZ8E. Por outro lado, faz-se observar que o
dominio Gla ndo deve ser demasiadamente modificado para que
as propriedades de ligagdc a membrana ndo fiquem
comprometidas. Deste modo, é preferivel ndo fazer nenhumas
modificagbes nos residuos que fiquem ¢Y-carboxilados, ou
seja, ¢ preferivel ndo fazer nenhumas modificag¢des nos
residuos 6, 7, 14, 16, 19, 20, 25, 26, 29 e 35. De uma
maneira 1idéntica, em geral, ¢é preferivel que ndo sejam
introduzidos radicais nédoc polipeptidicos, tais como o0s
radicais agucar e/ou grupos PEG, no dominio Gla. Em
consequéncia, é preferivel ndo fazer nenhumas modificacgdes
no dominio Gla que criem um local de N-glicosilagdo 1in

vivo.
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Finalmente, faz-se observar que as modificacgdes feitas
no dominio Gla, descritas nesta seccgao, podem  ser
combinadas, vantajosamente, com uma ou vAarias modificacdes
em posig¢des localizadas fora do dominio Gla (ver a secgéo
subsequente comoc o titulo "Modificacdes fora do dominio
Gla"™ e na seccdo subsequente "Outras modificagdes fora do

dominio Gla).

Variantes da 1nveng¢do que compreendem substituigdes de

aminodcidos nas posigbes 74, 77 ou 116

Conforme se disse antes, de acordo com um seu terceiro
aspecto, a presente invengdo diz respeito a uma variante
polipeptidica de FVII ou FVIIa que possui uma sequéncia de
aminoacidos que compreende as modificag¢des de 3-15
aminodcidos relativamente a hFVII ou hFVIIa (SEQ ID NO:1),
em que a referida sequéncia de aminodcidos compreende
substituicdes de aminocadcidos nas posigbes 10, 32 e pelo
menos uma outra substitui¢do de um aminocdcido numa posigédo
seleccionada entre o conjunto constituido pelas posicdes
74, 77 ou 1llé.

De acordo com uma forma de realizag¢do preferencial, a
substituigdo de um aminodcido na posicdo 10 é P10Q e a
substitui¢do de um amincacido na posig¢do 32 é K3Z2E.

Também ¢é preferivel que a substituicdo nas posigdes
74, 77 ou 1llo seja seleccionada entre o conjunto
constituido por P74S, E77A e E116D.

De acordo uma forma de realizacdc interessante, a
variante compreende  também  uma substitui¢do de um
amincdcido na posicdo 34. De preferéncia, introduz-se um

residuo aminodcido com carga eléctrica negativa por
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substitui¢do na posig¢do 34, v.g., A34E ou A34D, enm
particular A34E.

De acordo com uma outra forma de realizacao
interessante da invencgdo, a variante compreende também uma
insercdao em que se insere pelo menos um (tipicamente um)
residuo aminodcido entre as posicdes 3 e 4. E preferivel
que o residuoc amincdcido inserido seja um residuo
amincdcido hidrofdbico. Mais preferencialmente, a insercédo
¢ A3AY.

Assim, como  exemplos especificos de  variantes
interessantes refere-se as variantes qgue compreendem as
modificacdes seguintes: A3AY+P10Q+K32E+E116D, A3AY+P10Q+
K32E+E77A e P10Q+K32E+A34D+P745S.

Para além de qualsquer das modificacdes supramencionadas,
a variante pode compreender uma outra substituicdo na posicédo
33. De preferéncia, introduz-se um residuo aminocAcido
hidrofdébico por substituigdo na posigdo 33, em particular
D33F.

0O dominio Gla também pode conter modificag¢des noutras
posic¢des, em particular nas posigdes 8, 11 e 28, por exemplo
R28F ou R28E. Conforme se disse antes, o dominio Gla nao deve
ser excessivamente modificado para que as propriedades de
ligagdo a membrana ndo fiquem comprometidas, isto &, de
preferéncia ndo devem ser feitas nenhumas modificagdes nos
residuos 6, 7, 14, 16, 19, 20, 25, 26, 29 e 35 e ¢é preferivel
gue ndo seja criado nenhum local de N-glicosilag¢do in vivo no
dominio Gla.

Finalmente, faz-se observar que as modificag¢des feitas
no dominio Gla, descritas nesta seccdao, podem ser
vantajosamente combinadas com uma ou védrias modificacdes em

posicdes localizadas fora do dominio Gla (ver a seccgdo
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subsequente comoc o titulo "Modificacdes fora do dominio
Gla"™ e na secgdo subsequente "Outras modificagdes fora do

dominio Gla).

Modificagbdes fora do dominio Gla

Foi ja divulgado um periodo de semi-vida de 2,3 horas
para o rhFVIIa na circulag¢do, na publica¢do "Summary Basis
for Approval for NovoSeven®", com o nuUmerco de referéncia
96-0597 do FDA. Sao necessarias doses relativamente
elevadas e administracdes frequentes para se alcangar e
manter o efeito profildtico ou terapéutico desejado. Em
consequéncia, ¢é dificil conseguir uma regulagdo adequada
das doses e a necessidade de uma administra¢do intravenosa
frequente impde restricBes a gqualidade de vida do paciente.

Um molécula que tivesse uma semi-vida maior na
circulagdo e/ou uma maior biodisponibilidade (por exemplo,
uma maior drea sob a curva, comparativamente com o rhFVIIa,
quando administrada por via intravenosa), iria diminuir a o
numero de administragdes necessarias. Dada a necessidade
actual de injecc¢bes frequentes e o potencial para se obter
niveis terapéuticos de FVIIa mais optimizados, com o
concomitante efeito terapéutico melhorado, torna-se
evidente que sdo necessarias melhores moléculas de tipo
FVII ou de tipo FVIIa.

Assim sendo, um outro objectivo da presente invencdo
consiste em proporcionar melhores moléculas de FVII ou de
FVIIa (variantes FVII ou FVIIa) com uma maior
biodisponibilidade (por exemplo, uma maior A&rea sob a
curva, comparativamente com uma molécula de referéncia, por
exemplo, 0 rhFVIIa ou [P1OQ+K32E]rhFVIIa, quando

administrada por via intravenosa) e que seja capaz de
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activar o factor X ou o factor Xa (sem se ligar ao factor
tecidual) mais eficientemente do gque uma molécula de
referéncia, por exemplc, o rhFVIIa ou [PL1OQ+K32E]rhFVIIa
(sendo, por 1sso, capaz de tratar mais eficientemente
hemorragias descontrolada, tais como a resultantes de
traumas, ou patologias crénicas, tais como a hemofilia).

Assim, as variantes interessantes da invencdo sao
aquelas gque geram, nas suas formas activadas e quando
comparadas com uma molécula de referéncia, por exemplo, o
rhFVIIa ou [P10Q+K32E]rhFVIIa, uma maior Area sob a curva
gquando administradas por via intravenosa (AUC:y). Isto pode
ser determinado, convenientemente, mediante administracao
intravenosa aos ratos. Mais particularmente, as variantes
interessantes da presente invencdc s30 aguelas em gue a
razdc entre o valor AUC., da referida variante, na sua
forma activada, e o wvalor AUC;, de uma molécula de
referéncia, tal como o rhFVIIa ou [PLlOQ+K32E]rhFVIIa, seja
pelo menos igual a 1,25, por exemplo, pelo mencs 1,5, v.g.,
pelo menos 1,75, mais preferencialmente pelo menos 2, por
exemplo, pelo menos 3, ainda mais preferencialmente pelo
menos 4, por exemplo, pelo menos 5, em particular quando
administradas (por via intravenosa) aos ratos.

Este efeito ird corresponder normalmente a um maior
pericdo de semi-vida funcional in vive e/ou a um maior
pericdo de semi-vida no soro, comparativamente com uma
molécula de referéncia, por exemplo, © <rhFVIIa ou
[P10Q+K32E]rhFVIIa. Assim sendo, de acordo com uma outra
forma de realizagdo interessante da invenc¢do, a razdo entre
a semi-vida funcional in vivo ou a semi-vida no soro para a
variante, na sua forma activada, e a semi-vida funcional in

vivo ou a semi-vida no soro para uma molécula de
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referéncia, tal como o rhFVIIa ou [Pl0Q+K32E]rhFVIIa, ¢é
pelo menos igual a 1,25. Mais preferencialmente, a razao
entre a semi-vida relevante para a variante, na sua forma
activada, e a semi-vida relevante para a molécula de
referéncia, tal como o rhFVIIa ou [Pl0OQ+K32E]rhFVIIa, ¢é
pelo menos igual a 1,5, por exemplo, pelo menos 1,75, v.g.,
pelo menos 2, ainda mais preferencialmente é pelo menos 3,
por exemplo, pelo mencs 4, v.g., pelo menos 5.

Uma maneira de se aumentar o periodo de semi-vida de
uma proteina na circulagdo consiste em reduzir a depuracédo
renal da proteina. Isto pode ser conseguido conjugando a
proteina com um radical quimico que seja capaz de conferir
a proteina uma depuragdo renal reduzida, v.g., o)
polietileno—-glicol (PEG).

Além disso, o acoplamento de um radical gquimico a
proteina ou a substituicdo de amincédcidos expostos a
protedlise pode bloquear, eficientemente, o© contacto com
uma enzima proteoclitica, o que conduziria, caso contréario,
a degradacdo proteolitica da proteina.

Conforme se disse anteriormente, a estabilidade devida
a degradagdo proteolitica € um problema conhecido no
tratamento actual c¢com o© <rhFVIIa. Assim, a degradacao
proteolitica é um obstdculo muito importante a obtencdo de
uma preparag¢do em solugdo, ao contrdrio do que sucede com
um  produtce liofilizado. A vantagem de se obter uma
prepara¢do soluvel estavel resulta do facto de ser mais
facilmente manipulada pelo paciente e, no caso de uma
emergéncia, a sua acg¢do ser mais réapida, o que pode ser
potencialmente importante para salvar vidas. No documento

WO 88/10295 estdo descritas experiénecias para evitar a
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degradacdo proteolitica por mutagenese dirigida ao local em
locais proteoliticos principais.

O documento WO 01/58935 descreve diversas modificacdes
convenientes que proporcionam um aumento da AUC;, e da
semi-vida funcional e/ou da semi-vida no soro in vivo. As
variantes descritas no documento WO 01/58935 sdo o
resultado de uma estratégia genericamente nova para o
desenvolvimento de melhores moléculas de FVII ou FVIIa, as
quais podem ser utilizadas também para o polipéptido
original FVII ou FVIIa da presente invencéo.

Mais concretamente, fazendo a remog¢ao e/ou a
introdugdo de um residuo aminocdcido, gue compreenda um
grupo de acoplamento para um radical ndo polipeptidico, no
polipéptido original FVII ou FVIIa ¢é possivel adaptar
convenientemente o polipéptido, de modo a fazer com que a
molécula figque mais propensa para uma conjugagdo com um
radical seleccionado nédc polipeptidico, para assim se
optimizar o padrdo de conjugag¢ao (v.g., para se garantir
uma distribuigdo O¢ptima e o© numero de radicais néao
polipeptidicos sobre a superficie da variante polipeptidica
de FVII ou FVIIa e para se garantir que apenas o0s grupos de
acoplamento que se pretende gque venham a ser conjugados se
encontram presentes na molécula), obtendo-se assim uma nova
molécula conjugada que possul actividade amidolitica e que
tem, suplementarmente, uma ou varias propriedades melhores,
comparativamente com o rhFVIIa.

Em casos interessantes da presente invencdo altera-se
mais do que um residuo aminocidcido localizado fora do
dominio Gla, v.g., & alteragdo abrange a remocdo e também a
introdugdo de residuos amincdcidos que compreendem um grupo

de acoplamento para o radical escolhido ndo pclipeptidico.
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Para além da remocdoc e/ou da introducdoc dos residuos
aminocacidos, a variante polipeptidica pode compreender
outras substituicdes que ndo estejam relacionadas com a
introdugdo e/ou a remogdo dos residuos aminocdcidos que
compreendem um grupo de acoplamento para © radical ndo
polipeptidico.

Além disso, a variante polipeptidica pode ser acoplada
a um inibidor da proteinase da serina para inibir o local
catalitico da wvariante polipeptidica. Em alternativa, ¢
possivel mutacionar um ou vadrios dos residuos aminoadcidos
presentes no local catalitico (S344, D242 e H193) para
fazer com que a variante resultante fique inactiva. Um
exemplo de uma mutagdo dessas é S344A.

O residuo amincacido que compreende um grupo de
acoplamento para um radical ndo polipeptidico, quer seja
removido ou introduzido, € seleccionado com base na
natureza do radical escolhido ndo peptidico e, na maior
parte dos casos, com base no método utilizado para se
consegquir fazer a conjugagdo entre a variante polipeptidica
e o radical ndo polipeptidico. Por exemplo, se o radical
ndo polipeptidico for uma molécula polimérica, por exemplo,
uma molécula derivada de polietileno-glicol ocu de ¢xido de
polioxialquileno, entdo os residuos aminodcidos que
compreendem um grupo de acoplamento podem ser seleccionados
entre o conjunto constituido por lisina, cisteina, 4acido
aspartico, 4acido glutédmico, histidina e tirosina, de
preferéncia 1lisina, c¢isteina, 4cido aspartico e éAcido
glutémico e mais preferencialmente lisina e cisteina, em
particular cisteina.

Sempre que um grupo de acoplamento para um radical nao

polipeptidico seja introduzido num polipéptido original ou
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dele removido, a posicdo do residuo aminocadcido que se
pretende modificar estd localizada, preferencialmente, a
superficie do polipéptido original FVII ou FVIIa e, mais
preferencialmente, estd ocupada por um residuo aminoéacido
gue tem pelo menos 25% da sua cadeia lateral exposta a
superficie (conforme aqui definido no exemplo 1) e
preferencialmente pelo mencs 50% da sua cadeia lateral
exposta a superficie (conforme aqui definido no exemplo 1).
Tais posig¢bes foram identificadas com base na andlise de
uma estrutura 3D da molécula hFVII ou hFVIIa, conforme
descrito no documento WO 01/58935.

Além do mais, a posicdo que se pretende modificar é
seleccionada, preferencialmente, a partir de uma parte da
molécula FVII ou FVIIa gue estd localizada fora do local de
ligacdo do factor tecidual, e/ou fora da regido do local
activo, e/ou fora da crista da fissura de ligacdo do local
activo. Estes locais/regides sdo aqui identificados no
exemplo 1 e no documento WO 01/58935.

No casc de ser removido um grupc de acoplamento, o
residuo aminodcido relevante que compreende tal grupo e que
ocupa uma posigdo, como se definiu antes, ¢ substituido,
preferencialmente, com um residuc amincacido diferente que
ndo possui um grupo de acoplamento para o© radical néo
polipeptidico em questdo. Normalmente, o residuo aminoacido
gque se pretende remover ¢ um residuo com o qual ¢é
desvantajosa a conjugagdo, v.g., é um residuo aminoacido
localizado num local funcional do polipéptido ou préximo
dele (uma vez que a conjugagado em tal local pode ter como
consequéncia a inactivagdo ou a reducdo de actividade do
conjugado resultante, v.g., devido a um reconhecimento

defeituoso do receptor). No contexto da presente invencao,
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o termo "local funcional" serve para indicar um ou varios
residuos aminodcidos essenciais para o funciconamento ou
desempenho de FVII ou FVIIa ou que tenham gqualguer outro
tipo de envolvimento. Tais residuos aminodcidos sdo uma
parte do local funcional. O local funcional pode ser
determinado por métodos conhecidos na especialidade, sendo
identificado, preferencialmente, por andlise de uma
estrutura do complexo FVIIa-factor tecidual (ver Banner et
al., Nature 1996; 380:41-406).

No caso de se introduzir um grupo de acoplamento,
introduz-se na posicdo relevante um residuo aminoacido que
compreenda tal grupo, de preferéncia por substituigdo do
residuo aminocdcido que ocupa essa posigéo.

O numero exacto de grupos de acoplamento presentes e
disponiveis para conjugagdo no polipéptido FVII ou FVIIa
esta dependente do efeito desejadc que se pretenda obter
com a conjugacdo. O efeito que se pretende obter depende,
v.g., da natureza e do grau de conjugacadao (v.g., a
identidade do =radical ndo polipeptidico, o nimero de
radicais ndo polipeptidicos desejavels ou que é possivel
conjugar com a variante polipeptidica, onde deve ser feita
a conjugac¢ao ou onde deve ser evitada a conjugacao, etc.).

O numero total de residuos amincdcidos que irdo ser
modificados fora do dominic Gla no polipéptido original
FVII ou FVIIa (comparativamente com a sequéncia de
amincacidos identificada por SEQ ID NO:1), tipicamente nédo
ird ser superior a 10. De preferéncia, a variante de FVII
ou FVIIa compreende uma sequéncia de aminodcidos que difere
em 1-10 residuos aminodcidos entre os residuos aminocdcidos
46-406 indicados na SEQ ID NO:1, tipicamente em 1-8 ou em

2-8 residuos aminocdcidos, v.g., em 1-5 ou em 2-5 residuos
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aminocacidos, por exemplo, em 1-4 ou em 1-3 residuos
amincacidos, v.g., em 1, 2 ou 3 residuos amincacidos, entre
os residuos aminodcidos 46-406 indicados na SEQ ID NO:1l.

De uma forma andloga, a variante polipeptidica da
invencdc pode conter 1-10 radicais ndo polipeptidicos
(suplementares), tipicamente 1-8 ou 2-8 radicais néo
polipeptidicos (suplementares), de preferéncia 1-5 ou 2-5
radicais ndo polipeptidicos (suplementares), por exemplo, 1-4
ou 1-3 radicais ndo polipeptidicos (suplementares), v.g., 1,
2, ou 3 radicais nédo polipeptidicos (suplementares). Faz-se
observar que tals radicais ndo polipeptidicos suplementares
sdo acoplados, de forma covalente, a um grupo de acoplamento

localizado fora do dominio Gla.

Variantes polipeptidicas da inven¢do em que o radical ndo
polipeptidico é um radical acticar

De acordo com uma forma de realizagdo preferencial da
invencao, introduziu-se e/ou removeu-se, mas
preferencialmente introduziu-se um grupo de acoplamento
para um radical acucar, por exemplo, um local de
glicosilagdo, em particular, um local de glicosilacdo in
vivo, tal como um local de N-glicosilagdo in vivo, numa
posicdo localizada fora do dominio Gla.

Quando utilizado no presente contexto, o termo "local
de glicosilacdoc que ocorre naturalmente" abrange os locais
de glicosilag¢do nas posi¢des N145, N322, S52 e S60. O termo
"local de 0O-glicosilagdo que ocorre naturalmente in vivo"
inclui as posi¢des 852 e S60, ao passo que o termo "local
de N-glicosilag¢do que ocorre naturalmente in vivo" inclui

as posigdes N145 e N322.
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Assim, numa forma de realizacdo bastante interessante
da presente invencgdo, ¢ radical ndo polipeptidico é um
radical acucar e o grupo de acoplamento introduzido é um
local de glicosilagéo, de preferéncia wum local de
glicosilag¢dao in vivo, por exemplo, um local de O-
glicosilacdo in vivo ou um local de N-glicosilacgdo in vivo,
em particular, um  local de N-glicosilag¢do in vivo.
Tipicamente, foram introduzidos 1-10 locais de
glicosilagdo, em particular locais de N-gliccsilagdo 1In
vivo e, preferencialmente, foram introduzidos 1-8, 1-6, 1-4
ou 1-3 locais de glicosilagdo, em particular, locais de N-
glicosilacdo in vivo, em uma ou em VAarias posicgdes
localizadas fora do dominio Gla. Por exemplo, podem ter
sido introduzides 1, 2 ou 3 1locais de glicosilagao, em
particular locais de N-glicosilagdoc in vivo, fora do
dominio Gla, de preferéncia por substituicédo.

Faz-se observar que a variante polipeptidica, com a
finalidade de se preparar uma variante polipeptidica em que
essa variante polipeptidica possui um ou varios locais de
glicosilacdo, tem de ser expressa numa célula hospedeira
capaz de fixar radicais agucar (oligossacaridecs) no(s)
local(is) de glicosilagdao ou, em alternativa, sujeita a
glicosilacdo in vitro. Na secgdo apresentada mais adiante
com o titulo "Acoplamento a um radical agucar" estdo
indicados exemplos de células hospedeiras para
glicesilacgdo.

Como exemplos de posicdes em que € possivel introduzir
0s locais de glicosilagdo, em particular locais de N-
glicosilagdo in vivo, refere-se as dos residuos aminocdcidos
gque possuem pelo menos 25% da sua cadeia lateral exposta a

superficie (tal como agqui definido no exemplo 1), por
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exemplo, pelo menos 50% da sua cadeia lateral exposta a
superficie. A posigdc é seleccionada, preferencialmente, a
partir de uma parte da molécula que se encontra localizada
fora do local de ligacdo do factor tecidual e/ou na regido
do local activoc e/ou fora da crista da fissura do local
activo, conforme agui definido no exemplo 1. Faz-se
observar que o termo "pelo menos 25% (ou pelo menos 50%) da
sua cadeia lateral exposta a superficie", quando utilizado
a propdsito da introdugdc de um local de N-glicosilagdo 1in
vivo, se refere a acessibilidade superficial da cadeia
lateral de aminoacidos na posigd@o em que o radical acgucar
estd realmente fixado. Em muitos casos ird ser necessario
introduzir um residuo serina ou treonina na posigdo +2
relativamente ao residuo asparagina ao gqual o vradical
aclicar estéd realmente fixado, sendo admissivel que as
posicdes em que sdo 1introduzidos os residuos serina ou
treonina fiquem ocultas, isto ¢, tenham menos de 25% das
suas cadelas laterais expostas a superficie.

Como exemplos concretos e preferenciais de tais
substituic¢des, para criar um local de N-glicosilacdo 1in
vivo, refere-se as substituig¢des seleccionadas entre o
conjunto constituido por A51IN, G58N, TI106N, KI10SN, G124N,
K143N+N145T, Al75T, 12058, 12057, V253N, T267N,
T267N+5269T, S314N+K316S, S314N+K316T, R315N+V3175S,
R315N+V317T, K316N+G318S, K316N+G318T, G318N, D334N e suas
combina¢des. Mais preferencialmente, o local de N-
glicosilacdo in vivo ¢ introduzido por meio de uma
substitui¢do seleccionada entre o conjunto constituido por
A51N, G58N, T106N, KI109N, G124N, KI143N+N145T, Al75T,
I1205T, V253N, T267N+5269T, S314N+K316T, R315N+V317T,

K316N+G318T, G318N, D334N e suas combinacdes. Ainda mais
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preferencialmente, o local de N-glicosilacdo in vivo &
introduzido por meio de uma substituigdo seleccionada entre
o conjunto constituido por TI106N, Al175T, 1I205T, V253N,
T267N+5269T e suas combinac¢des, em particular, uma, duas ou
trés das substituigdes T106N, I205T e V253N.

De acordo com uma forma de realizacdo particular, é
introduzido apenas um local de N-glicosilag¢do in vivo, por
substituicdo. De acordo com uma outra forma de realizacdo,
sao introduzidos por substitui¢ao dois ou mais (por
exemplo, dois) 1locais de N-glicosilagdo in vivo. Como
exemplos de substituigdes preferenciais para criar dois
locais de N-glicosilagdo in vivo refere—-se as substituigdes
seleccionadas entre o conjunto constituido por A51IN+G5H8N,
A51IN+T106N, A51IN+K109N, AS51IN+G124N, AS51IN+K143N+N145T,
ASIN+A175T, A5IN+TI205T, A5IN+V253N, ASIN+T267N+S269T,
ADIN+S314N+K316T, ADIN+R315N+V317T, AS51IN+K316N+G318T,
A5IN+G318N, A5IN+D334N, G58N+T106N, G58N+K109N, G58N+G124N,
G58N+K143N+N145T, G58N+A175T, G58N+I205T, G58N+V253N,
Gh8N+T267N+5269T, G58N+S314N+K316T, G58N+R315N+V317T,
GH8N+K316N+G318T, G58N+G318N, G58N+D334N, T106N+K109N,
T106N+G124N, TI106N+K143N+N145T, T106N+Al75T, T106N+I205T,
T106N+V253N, T106N+T267N+S269T, T106N+S314N+K316T,
T106N+R315N+V317T, T106N+K316N+G318T, T106N+G318N,
T106N+D334N, KI109N+G124N, KI109N+K143N+N145T, KI109N+A175T,
K109N+T1205T, K109N+V253N, K109N+T267N+35269T,
KI09N+S314N+K316T, K109N+R315N+V317T, K10SN+K316N+G318T,
KI09N+G318N, K109N+D334N, GL24N+K143N+N145T, G124N+Al75T,
G124N+T205T, G124N+V253N, G124N+T267N+S269T,
G124N+S314N+K316T, Gl24N+R315N+V317T, G1l24N+K316N+G318T,
G124N+G318N, G124N+D334N, K143N+N145T+A175T,
KI143N+N145T+I205T, KI143N+N145T+V253N, KIL43N+N145T+T267N+5269T,
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K143N+N145T+S314N+K316T, K143N+N145T+R315N+V317T,
KI143N+N145T+K316N+G318T, K143N+N145T+G318N, K143N+N145T+D334N,
Al175T+1205T, A175T+V253N, A1T75T+T267N+5269T,
Al75T+S314N+K316T, Al75T+R315N+V31TT, Al75T+K316N+G318T,
Al175T+G318N, A175T+D334N, I205T+V253N, I205T+T267N+3269T,
I205T+S314N+K316T, I205T+R315N+V317T, T205T+K316N+G318T,
I205T+G318N, I205T+D334N, V253N+T267N+5269T,
V253N+S314N+K316T, V253N+R315N+V317T, V253N+K316N+G318T,
V253N+G318N, V253N+D334N, T267N+S269T+S314N+K316T,
T267N+S269T+R315N+V317T, T267TN+S269T+K316N+G318T,
T267N+5269T+G318N, T267N+S269T+D334N, S314N+K316T+R315N+V317T,
S314N+K316T+G318N, S314N+K316T+D334N, R315N+V317T+K316N+G318T,
R315N+V317T+G318N, R315N+V317T+D334N e  G318N+D334N. Mais
preferencialmente, as substituic¢des sao seleccionadas entre o
conjunto constituido por T106N+A175T, T106N+I205T,
T106N+V253N,  T106N+T267N+S269T,  Al75T+I205T,  Al75T+V253N,
AlT75T+T267N+S269T, I205T+V253N, I205T+T267N+5269T e
V253N+T267N+S269T, e ainda mais preferencialmente entre o
conjunto  constituido por T106N+I205T, T106N+V253N e
T205T+V253N.

De acordo com uma outra forma de realizagdo, foram
intrcduzidos por substituicdc trés ou mais (por exemplo
trés) locais de N-glicosilagcdo in vivo. Como exemplos de
substituig¢des preferiveis, para criar trés locais de N-
glicosilacgdo in vivo, refere-se as substituigdes
seleccionadas entre 0 conjunto constituido por
I205T+V253N+T267N+S269T e T106N+I205T+V253N.

Conforme se disse antes, é preferivel que o local de
N-glicosilagdo in vivo seja introduzido numa posicdo que

ndo faga parte do local de ligag¢do do factor tecidual, da
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regido do local activo ou da crista da fissura de ligacdo
do local activo, conforme agqui definido.

Faz-se observar que todas as modifica¢des mencionadas nas
secgdes anteriores podem ser combinadas entre si, para além de
serem combinadas com as substitui¢des supramencionadas nas
posicgbes 34 e/ou 36, em particular A34E/L e/ou R36E, e
preferencialmente em combinagaoc com as substituigbes
supramencionadas nas posicgdes 10 e/ou 32, em particular P10Q
e/ou K32E. Entre as modificagdes supramencionadas para
introducgdo de um local N-glicosilacdo in vivo, as modificaces
preferenciais compreendem uma, duas ou trés modificag¢des
T106N, I205T e V253N, em particular duas destas modificacgdes,
isto é, T106N+I205T, TLO06N+V253N ou I205T+V253N.

Assim, de acordo com uma forma de realizacdo
preferencial da invenc¢do, a variante de FVII ou FVIIa
compreende as modificacBes P10Q+K32E+A34E+R36E+T106N+I205T.

De acorde com uma outra forma de realizacdo
preferencial, a variante de FVII ou FVIIa compreende as
modificacdes P10Q+K32E+A34E+R36E+T106N+V253N.

De acordo com uma outra forma de realizacao
preferencial, a wvariante de FVII ou FVIIa compreende as
modificagdes PlOQ+K32E+A34E+R36E+IZ05T+V253N.

De acordo com uma outra forma de realizacdo
preferencial, a variante de FVII ou FVIIa compreende as
modificacdes P10Q+K32E+A34L+T106N+I205T.

De acordo com uma outra forma de realizacgdo
preferencial, a variante de FVII ou FVIIa compreende as
modificacgdes PLOQ+K32E+A34L+T106N+V253N.

De acordo com uma outra forma de realizacao
preferencial, a wvariante de FVII ou FVIIa compreende as

modificagdes P1OQ+K32E+A34L+I205T+V253N.
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De acordo com uma outra forma de realizacao
preferencial, a variante de FVII ou FVIIa compreende as
modificacgbdes P10Q+K32E+A34L+R36E+T1I06N+I205T.

De acordo com uma outra forma de realizacao
preferencial, a variante de FVII ou FVIIa compreende as
modificacgbes P1lOQ+K32E+A34L+R36E+T106N+V253N.

De acordo com uma outra forma de realizacao
preferencial, a variante de FVII ou FVIIa compreende as
modificacdes P1OQ+K32E+A34L+R36E+IZ05T+V253N.

Conforme explicado anteriormente, todas estas
modificagdes também podem ser combinadas com insercBes em
gque se insere pelo menos um residuo aminocdcido, tipicamente
um Unico residuo aminodcido, entre as posigdes 3 e 4, em
gue © residuo dinserido ¢, preferencialmente, um residuo
aminocdcido hidrofdbico. Mais preferencialmente, a insercgdo
¢ A3AY. Deste modo, noutros casos preferenciais da
invengdo, a wvariante de FVII ou FVIIa compreende as
modificacdes seleccionadas entre:

A3AY+P10Q+K32E+A34E+R36E+T1I06N+I205T;

A3AY+P10Q+K32E+A34E+R36E+T106N+V253N;

A3AY+P10Q+K32E+A34E+R36E+I205T+V253N;

A3AY+P10Q+K32E+A34L+T106N+I205T;

A3AY+P10Q+K32E+A34L+T106N+V253N;

A3AY+P10Q+K32E+A34L+I205T+V253N;

A3AY+P10Q+K32E+A34L+R36E+T106N+I205T;

A3AY+P10Q+K32E+A34L+R36E+T1I06N+V253N;

A3AY+P10Q+K32E+A34L+R36E+I205T+V253N,

Outras modificac¢des fora do dominio Gla

De acordo com uma outra forma de realizagdo da

presente invencdo, a variante de FVII ou FVIIa, para além
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das modificacgdes descritas nas secg¢des anteriores, contém
também mutacgdes sobre as quais se sabe Jja& que aumentam a
actividade intrinseca do polipéptido, por exemplo, as
descritas no documento WO 02/22776.

Por exemplo, a variante pode compreender pelo menos
uma modificacdc numa posicdo seleccicnada entre o conjunto
constituido por 157, 158, 296, 298, 305, 334, 336, 337 e
374. Como exemplos de substituig¢des preferiveis refere-se as
substituigdes seleccionadas entre o conjunto constituido por
V158D, E296D, M298Q, L305V e K337A. Mais preferencialmente,
as referidas substitui¢des sao seleccionadas entre o
conjunto  constituido por  V158D+E296D+M298Q+L305V+K337A,
V158D+E296D+M2980Q+K337A, V158D+E296D+M298Q+L305V,
V158D+E296D+M298Q, M298Q, L305V+K337A, L305V e K337A.

De acordo com uma outra forma de realizagdo da
presente invencdo, a variante de FVII ou FVIIa, para além
das modificacgdes descritas nas secgdes anteriores, também
pode conter outras mutag¢des, tais como a substituig¢do K341Q
descrita por Neuenschwander et al., Biochemistry, 1995;
34:8701-8707. CQutras substituicdes também possiveis sao
D196K, D196N, G237L, G2Z237GAA e suas combinacdes.

Para se obter mais informac¢do pormenorizada sobre a
conjugagdo de FVII e FVIIa com radicais ndo polipeptidicos,
ler os documentos WO 01/58935 e WO 03/093465, aos quais se

faz referéncia e que sdo aqui incorporados por referéncia.

Métodos para a preparagcdo de uma variante conjugada de

acordo com a inven¢do

Em geral, ¢é possivel produzir uma variante conjugada,
de acordo com a invencdo, criando em cultura uma célula

hospedeira adequada em condi¢des convenientes para a
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expressdo do polipéptido wvariante, com a subsequente
recuperacdo do polipéptido variante, em que a) o]
polipéptido variante compreende pelo menos um local de N-
glicosilacdo ou de O-glicosilagdo e a célula hospedeira ¢é
uma célula hospedeira eucaridtica capaz de glicosilacdo in
vivo, e/ou Db) o polipéptido variante ¢é submetido a

conjugagdo com um radical ndo polipeptidico in vitro.

Conjugacdo com uma molécula polimérica

A molécula polimérica, que ird ser acoplada ao
polipéptido variante, pode ser gualquer molécula polimérica
adequada, tal como um homopolimero ou um heteropolimero
natural ou sintético, tipicamente com um peso molecular
compreendido entre cerca de 300-100000 Da, por exemplo,
entre cerca de 500-200000 Da, mais preferencialmente no
intervalo entre cerca de 500-15000 Da, ainda mais
preferencialmente no intervalo entre cerca de 2-12 kDa, por
exemplo, no intervalo entre cerca de 3-10 kDa. Quando agui
se utiliza o© termo "cerca de" associado a um determinado
peso molecular, esse termo "cerca de" indica um peso
molecular médio aproximadoe e traduz o facto de haver,
normalmente, uma determinada distribuicéao de pesos
moleculares numa dada preparacdoc polimérica.

Como exemplos de homopolimeros refere-se os polidis
(isto ¢, poli-OH), as poliaminas (isto &, poli-NH;) e os
acidos policarboxilicos (isto é, poli-COOH) . Um
heteropolimero é um polimero que possui diferentes grupos
de acoplamento, tais como um grupo hidroxilo e um grupo
amina.

Como exemplos de moléculas poliméricas adequadas refere-

se as moléculas poliméricas seleccionadas entre o conjunto
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constituido por ¢xidos de polialquilenos (PAO), incluindo um
polialquileno-glicol (PAG), por exemplo, polietileno-glicol
(PEG) e polipropileno—-glicol (PPG), os PEG ramificados,
alcoois polivinilicos (PVA), policarboxilatos, poli-
(vinilpirrolidona), anidrido do &acido polietileno-co-maleico,
anidrido do 4acido polistireno-co-maleico, dextrano, incluindo
carboximetil-dextrano ou todos o0s outros biopolimeros
adequados para reduzir a imunogenicidade e/ou para aumentar a
semi-vida funcional e/ou a semi-vida no soro in vivo. Um outro
exemplo de uma molécula polimérica é a albumina humana ou uma
outra proteina abundante no plasma. De um modo geral, os
polimeros derivados de polialquileno—glicol sao
biocompativeis, nao téxicos, nao antigénicos, nao
imunogénicos, soluveis em Aagua e sdo0 facilmente excretados
pelos organismos vivos.

A molécula de PEG é a molécula polimérica preferivel,
uma vez que tem apenas alguns grupos reactivos que podem
participar em reticulagdes, comparativamente, v.g., com
polissacarideos tais como o dextrano. Em particular, tem
interesse a molécula de PEG monofuncional, V.g.,
metoxipolietileno-glicol (mPEG), uma vez que a guimica do
seu acoplamento é relativamente simples (hd apenas um grupo
reactivo disponivel para conjugagcdo com ©0S grupos de
acoplamento existentes no polipéptido). Em consequéncia,
uma vez que estd eliminado o risco de reticulagdo, as
variantes conjugadas resultantes sdo mais homogéneas e ¢é
mais facil controlar a reaccdo das moléculas poliméricas
com o polipéptido variante.

Para se efectuar o) acoplamento covalente da(s)
molécula(s) polimérica(s) ao polipéptido wvariante, o0s grupos

terminais hidroxiloc da molécula polimérica tém de estar na
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forma activada, isto é, com grupcs funcionais reactivos (como
exemplos, refere-se o0s grupos amino primdrios, hidrazida,

(HZ), tiol, succinato (SUC), succinato de succinimidilo (SS),

succinamida de succinimidilo (Ss8d), propionato de
succinimidilo (SPA), butirato de succinimidilo (SBRA),
carboximetilato de succinimidilo (SCM) , carbonato de

benzotriazol (BTC), N-hidroxi-succinimida (NHS), aldeido,
carbonato de nitrofenilo (NPC) e tresilato (TRES)). As
moléculas poliméricas activadas e convenientes podem ser
obtidas nos circuitos comerciais, V.g., em Nektar
Therapeutics, Hunstville, AL, E.U.A. ou em PolyMASC
Pharmaceuticals plc, UK.

Como exemplos concretos de moléculas poliméricas
activadas, lineares ou ramificadas, para utilizagcdo na
presente invenc¢do, refere-se os que estdo descritos em
'Nektar Molecule Engineering Catalog 2003" (Nektar
Therapeutics), documento aqui incorporado por referéncia.

Como exemplos concretos de polimeros de PEG activados
refere-se os PEG lineares seguintes: NHS-PEG (v.g. SPA-PEG,
SSPA-PEG, SBA-PEG, SS-PEG, SSA-PEG, SC-PEG, SG-PEG e SCM-
PEG) e NOR-PEG, BTC-PEG, EPOX-PEG, NCO-PEG, NPC-PEG, CDI-
PEG, ALD-PEG, TRES-PEG, VS-PEG, IODO-PEG e MAL-PEG e 0S PEG
ramificados, tais como PEG2-NHS e também os descritos nos
documentos US 5 932 462 e US 5 643 575, considerando-se
ambos agui incorporados por referéncia. H& outras
publicac¢bes que descrevem moléculas poliméricas uteis, as
metodologias gquimicas de peguilacéo e métodos de
conjugagdo, as quais estdo enumeradas nos documentos WO
01/58935 e WO 03/093465.

Como exemplos concretos de polimeros PEG activados,

particularmente preferenciais, para acoplamento a residuos
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cisteina refere-se 0s PEG lineares seguintes: vinilsulfona-
PEG (VS-PEG), de preferéncia vinilsulfona-mPEG (VS-mPEG);
maleimida-PEG (MAL-PEG), de preferéncia maleimida-mPEG
(MAL-mPEG) e dissulfureto de ortopiridilo-PEG (OPSS-PEG),
de preferéncia dissulfureto de ortopiridilo-mPEG (OPSS-
mPEG) . Tipicamente, tais polimeros de PEG ou de mPEG tem
pesos moleculares de cerca de 5 kDa, cerca de 10 kD, cerca
de 12 kDa ou cerca de 20 kDa.

Um especialista na matéria sabe que o método de
activacdo e/ou a quimica de conjugagdo utilizdveis dependem
dos grupos de acoplamento do polipéptido wvariante (os
correspondentes exemplos foram apresentados anteriormente)
e também dos grupos funcionais do polimero (v.g., amina,
hidroxilo, carboxilo, aldeido, sulfidrilo, succinimidilo,
maleimida, vini-sulfona ou haloacetato). A peguilacdo pode
ser orientada para a conjugacao de todos os grupos de
acoplamento disponiveis no polipéptido variante (isto é, os
correspondentes grupcs de acoplamento que estejam expostos
a superficie do polipéptido) ou pode ser orientada para um
ou varios grupos de acoplamento particulares, v.g., O
grupo amino do terminal N, conforme descrito no documento
US 5 985 265, ou para os residuos cisteina. Por outro lado,
a conjugacdo pode ser conseguida num sé passo ou de uma
maneira progressiva (v.g., conforme descrito no documento
WO 99/55377).

No caso da peguilagdo orientada para o0s residuos
cisteina (ver supra), a variante de FVII ou de FVIIa ¢
tratada normalmente com um agente redutor, tal como ©
ditiotreitol (DDT) antes da peguilacdo. O agente redutor ¢é
removido depois por meio de qualquer método convencional,

por exemplo, pela metodologia de extracgdo de sais. A
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conjugagdo de PEG com um residuo cisteina decorre,
tipicamente, num tampdo adequado a pH entre 6-9 e a
temperaturas compreendidas entre 4°C e 25°C durante periodos
que vao até 16 horas.

Faz-se observar gue a peguilacdo € concebida de modo a
produzir a molécula o6ptima, relativamente ao numero de
moléculas de PEG acopladas, ao pesc molecular, a forma de
tais moléculas (v.g., quer sejam lineares ou ramificadas) e
aos locais de acoplamento no polipéptido wvariante. O peso
molecular do polimeroc gue ird ser utilizado pode ser
escolhido, v.g., com base no efeito desejado que se
pretende alcangar.

Em associagdo com a conjugagdo a um Unico grupo de
acoplamento na proteina (v.g., o grupo amino do terminal
N), pode ser vantajoso que a molécula polimérica, que pode
ser linear ou ramificada, tenha um peso molecular elevado,
de preferéncia entre cerca de 10-25 kDa, por exemplo, entre
cerca de 15-25 kDa, v.g., cerca de 20 kDa.

Normalmente, a conjugagdo do polimero é efectuada em
condig¢bes que wvisem fazer reagir com as moléculas
poliméricas tantos grupos disponiveis para acoplamento
polimérico quantos os possiveis. Isto € conseguido por meio
de um excesso molar conveniente do polimero, relativamente
ao polipéptide. Tipicamente, as razdes molares entre
moléculas poliméricas activadas e moléculas do polipéptido
vdc até cerca de 1000:1, por exemplo, até cerca de 200:1 ou
até cerca de 100:1. Em alguns casos, a razdo pode ser
ligeiramente inferior; no entanto, pode ser de cerca de
50:1, 10:1, 5:1, 2:1 ou 1:1 para se obter uma reaccdo

Optima.
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De acordo com a invencdo, também estad previsto acoplar
as moléculas poliméricas ao polipéptido através de um
ligador. Os ligadores adequados sao perfeitamente
conhecidos pelos especialistas na matéria; ver também o
documento WO 01/58935.

A seguir & conjugagdo, as moléculas poliméricas
activadas residuais sdo bloqueadas de acordo com métodos
conhecidos na especialidade, v.g., por adicdo de uma amina
primaria a mistura de reaccgdo, sendo as moléculas
poliméricas inactivadas resultantes removidas por meio de
um método conveniente.

Dependendo das circunstancias, v.g., a sequéncia de
aminocacidos do polipéptide variante, a natureza do composto
PEG activado que 1rda ser wutilizado e as condicdes
particulares de peguila¢do, incluindo a razdo molar entre
PEG e o polipéptido, faz-se observar que ¢ possivel obter
graus variaveis de peguilacdo, sendo obtido, geralmente, um
grau mais elevado de peguilac¢do com uma razdo maior entre
PEG e polipéptido wvariante. No entanto, os polipeptidos
variantes peguilados, resultantes de todos os processos de
peguilacdo, irdo compreender, normalmente, uma distribuigdo
estocastica de wvariantes polipeptidicas conjugadas que

apresentam graus ligeiramente diferentes de peguilacéo.

Acoplamento a um radical actcar

Para se conseguir in vivo a glicosilacgdo de uma molécula
de FVII que possua um ou varios locails de glicosilacgdo, a
sequéncia nucleotidica que codifica o polipéptido wvariante
tem de ser inserida num hospedeiro de expressdo eucaridtico
que seja glicosilador. A célula hospedeira de expressdo pode

ser seleccionada entre células de fungos (fungos filamentosos
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ou leveduras), células de insectos ou de animais ou células
de plantas transgénicas. De acorde com uma forma de
realizacdo da invencdo, a célula hospedeira é uma célula de
um mamifero, por exemplo, uma célula de CHO, BHK ou HEK,
v.g., uma célula HEK 293, ou uma célula de um insecto, tal
como uma célula SF9, ou uma célula de uma levedura, v.g., de
Saccharomyces cerevisiae ou Pichia pastoris, ou qualsquer
outras células hospedeiras adiante mencionadas.

Também se pode praticar o acoplamento covalente de
radicais agtcar in vitro (tais como o dextrano) a residuos
aminoacidos no polipéptido variante, vV.g., conforme
descrito, por exemplo, no documento WO 87/05330 e na obra
de Aplin et al., CRC Crit Rev. Biochem, pp. 259-306, 1981.
Ver também o documento WO 03/093465 para se obter mais
informagdo sobre a glicosilac¢do de variantes de FVII ou

FVIIa in vitro.

Acoplamento de um inibidor da protease da serina
O acoplamento de wum inibidor da protease da serina
pode ser feito em conformidade com o método descrito no

documento WO 96/12800.

Métodos para a preparagdo de uma variante polipeptidica da
invengao

A  variante ©polipeptidica da presente invencgéo,
facultativamente numa forma glicosilada, pode ser produzida
por meio de todos os métodos convenientes conhecidos na
especialidade. Tais métodos compreendem a construg¢do de uma
sequéncia nucleotidica que codifica a variante
polipeptidica, e a expressdo da sequéncia numa célula

hospedeira adequada, transformada ou transfectada. De
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preferéncia, a célula hospedeira é uma célula hospedeira Y-
carboxiladora, tal como uma célula de um mamifero. No
entanto, as variantes polipeptidicas da inveng¢do podem ser
produzidas, embora menos eficientemente, por sintese
gquimica ou mediante uma combinacdo de sintese quimica com a
tecnologia de ADN recombinante.

E possivel construir uma sequéncia nucleotidica que
codifique um polipéptido da presente invencdc, isolando ou
sintetizando uma sequéncia nucleotidica que codifica o FVII
original, por exemplo, o hFVII, com a sequéncia de
amincdcidos identificada por SEQ ID NO:1, e modificando
depois a sequéncia nucleotidica de modo a que seja
efectuada a introducgdo (isto &, a 1nsercdo ou a
substituicdo) ou a remogdo (isto ¢é, a delecgcdo ou a
substituicdo) do(s) residuo(s) aminocdcido(s) relevante(s).

A sequéncia nucleotidica é modificada,
convenientemente, por mutagénese dirigida, de acordo com
métodos convencionais. Em alternativa, prepara-se a
sequéncia nucleotidica por sintese quimica, V.g.,
utilizando um sintetizador de oligonucledtidos, em gue oS
oligonucledtidos sdo concebidos com base na sequéncia de
aminocdcidos do polipéptido desejado, sendo seleccionados,
preferencialmente, os coddes que sdo favorecidos na célula
hospedeira em gque o polipéptido recombinante ird ser
produzido. Por exemplo, ¢é possivel sintetizar diversos
oligonucledtidos peguenos que codificam partes do
polipéptido desejado e montd-los por PCR (reacgdo em cadeia
da polimerase), por reaccdo de ligacdo ou por reaccao de
ligagdo em cadeia (LCR) (Barany, roc Natl Acad Sci USA

88:189-193, 1991). 0Os oligonucledtidos individuais contém,
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tipicamente, extremidades salientes 5' ou 3' para a
montagem complementar.

Depois de montada (por sintese, por mutagénese
dirigida ao 1local ou por qualquer outro método), a
seqguéncia nucleotidica que codifica o polipéptido ¢é
inserida num vector recombinante e funcionalmente ligada
para controlar as sequéncias necessdrias para a expressao
do FVII na desejada célula hospedeira transformada.

0s especialistas na matéria irdo ser capazes de
seleccionar vectores adequados e sequéncias de controlo da
expressdo e células hospedeiras adequadas para a expressido do
polipéptido. O vector recombinante pode ser um vector
autonomamente replicante, isto é, um vector gue exista como
entidade extracromossémica, cuja replicagdc seja independente
da replicagdo  cromossémica, V.G., um  plasmideo. Em
alternativa, o vector é tal que ac ser introduzido numa
célulae hospedeira ¢ integrado no genoma da célula hospedeira
e replicado conjuntamente com os cromossomas onde tenha sido
integrado.

O vector ¢, preferencialmente, um vector de expressdo
em que a sequéncia nucleotidica gue codifica a variante
polipeptidica da invengdo esta funcionalmente ligada a
segmentos suplementares necessarios para a transcrigdo da
sequéncia nucleotidica. 0O vector deriva, tipicamente, de
ADN plasmidico ou viral. H& diversos vectores de expressio
convenientes para a expressdo numa célula hospedeira, aqui
mencionados, que estdo disponiveis nos circuitos comerciais
ou descritos na literatura. E possivel encontrar informacgdo
minuciosa sobre vectores adequados para a expressao de FVII

no documento WO 01/58935, aqui incorporado por referé&ncia.
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O termo "sequéncias de controlo" ¢é aqui definido e
pretende abranger todos os componentes que sdo necessarios ou
vantajosos para a expressdo da variante polipeptidica da
invengdo. Cada sequéncia de controlo pode ser nativa ou
exdgena em relacdo a sequéncia de acido nucleico que codifica
a variante ©polipeptidica. Tais sequéncias de controlo
compreendem, mas sem que 1sso constitua qualquer limitagao,
uma sequéncia lider, uma sequéncia de poliadenilacgdo, uma
seguéncia propeptidica, uma sequéncia promotora,
intensificadora ou activadora a montante, uma sequéncia do
péptido de sinal e um terminador da transcrigdo. No minimo,
as sequéncias de controlo compreendem um promotor.

Na presente invengdo ¢é possivel utilizar uma grande
variedade de sequéncias de controlo da expressdo, V.g.,
todas as sequéncias de controlo explicitadas no documento
WO 01/58935, aqui incorporado por referéncia.

A sequéncia nucleotidica da invengdo que codifica uma
variante polipeptidica, quer seja preparada por mutagénese
dirigida ao 1local, sintese, métodos de PCR ou outros
métodos, pode incluir, facultativamente, uma sequéncia
nucleotidica que codifique um péptido de sinal. O péptido
de sinal encontra-se presente se a variante polipeptidica
for segregada pelas células em que é expressa. Tal péptido
de sinal, se estiver presente, deve ser um péptido
reconhecido pelas c¢élulas escolhidas para expressédo da
variante polipeptidica. O péptido de sinal pode ser
homdélogo (isto ¢, normalmente associado a hFVII) ou
heterdélogo (isto é, origindrio de uma outra fonte diferente
de hFVII) em relacdo ao polipéptido, ou pode ser homdlogo
ou heterdlogo em relacdo a célula hospedeira, isto é, um

péptido de sinal normalmente expresso pela célula
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hospedeira ou um péptido que seja normalmente expresso pela
célula hospedeira. Para mais informacdo sobre péptidos de
sinal adequados ver o documento WO 01/58935.

E possivel wutilizar todas as células hospedeiras
adequadas para a produgdo da variante pclipeptidica,
incluindo <c¢élulas ou linhagens celulares de Dbactérias
(embora estas ndo sejam particularmente preferiveis),
funges (incluindc leveduras), plantas, insectos, mamiferos
ou de outros animais adequados, e também células de plantas
ou animais transgénicos. Sdc preferiveis as células de
mamiferos. Como exemplos de células hospedeiras bacterianas
refere-se as de Dbactérias gram-positivas, tais como as
estirpes de Bacillus, v.g., B. brevis ou B. subtilis,
Pseudomonas ou Streptomyces, ou as Dbactérias gram-
negativas, tais como as estirpes de E. coli. Como exemplos
de células hospedeiras de fungos filamentosos adequados
refere-se as de estirpes de Aspergillus, v.g., A. oryzae,
A. niger ou A. nidulans, Fusarium ou Trichoderma. Como
exemplos de células hospedeiras de leveduras adequadas
refere-se as de estirpes de Saccharomyces, v.g., S.
cerevisiae, Schizosaccharomyces, Klyveromyces, Pichia, tais
como P. pastoris ou P. methanolica, Hansenula, tais como H.
Polymorpha ou Yarrowia. Como exemplos de células
hospedeiras de insectos adequados refere-se as da linhagem
celular de Lepidoptoros, tais como as células de Spodoptera
frugiperda (Sf9 ou Sf21) ou Trichoplusioa ni ('High Five')
(US 5 077 214). Como exemplos de células hospedeiras de
mamiferos adequados refere-se as linhagens de células de
ovdrio do criceto chinés (CHO), (v.g., CHO-K1; ATCC CCL-
6l), as linhagens de células do macaco verde (COS) (v.g.,

COS 1 (ATCC CRL-1650), COS 7 (ATCC CRL-1651)); as células
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de murganhos (e.g., NS/0), as linhagens de células de rim
do criceto bebé (BHK) (v.g., ATCC CRL-1632 ou ATCC CCL-10),
e as células humanas (v.g., HEK 293 (ATCC CRL-1573)). H&
outras linhagens de c¢élulas adequadas conhecidas na
especialidade e que estdo disponiveis em instituicdes
publicas, tais a Colecgdo Americana de Culturas Tipo,
Rockville, Maryland. De igual modo, também ¢é possivel
modificar células de mamiferos, tails como as células de
CHO, ©para expressdao de sialil-transferase, v.g., 1,6-
sialil-transferase, v.g., conforme descrito no documento US
5 047 335, com a finalidade de se conseguir obter uma
melhor glicosilacgdo da variante polipeptidica.

Com a finalidade de se aumentar a secregdo, pode ter
um particular interesse produzir a variante polipeptidica
da 1inven¢do conjuntamente com uma endoprotease, em
particular uma PACE (enzima conversora de aminodcidos
basicos emparelhados) (v.g., conforme descrito no documento
US 5 986 079), por exemplo, uma endoproétese Kex2 (v.g.,
conforme descrito no documento WO 00/28065).

No documento WO 01/58935, aqui incorporado por
referéncia, estdo descritos métodos para introduzir ADN
exdgeno nos tipos de células supramencionados, ai constando
também informacdo relativa a expressdo, produgdo e

purificagdo de variantes de FVII.

Composigdo farmacéutica da invengdo e sua utilizagio

De acordo com um outro aspecto, a presente invencdo
diz respeito a uma composi¢do, em particular a uma
composigdo farmacéutica, que compreende uma variante
polipeptidica da invengdo e um veiculo, ou um excipiente,

farmaceuticamente aceitavel.
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A variante polipeptidica, ou a composicdo farmacéutica,
de acordo com a 1invengdc pode ser utilizada como um
medicamento.

Devido as melhores propriedades supramencionadas, as
variantes polipeptidicas da invengdo, ou a composicdo
farmacéutica da invencdo, sdo particularmente Uteis para ©
tratamento de fendmenos hemorrdgicos incontroldveis em
pacientes traumaticos, em pacientes trombocitopénicos, em
pacientes sujeitos a tratamento anticoagulante e em
pacientes cirrdéticos com hemorragias varicelares, ou para
outras hemorragias do tracto gastrintestinal superior, em
pacientes sujeitos a transplante hepdtico ortotdpico ou nos
casos de resseccdo hepadtica (permitindo uma cirurgia sem
transfusdo), ou em pacientes hemofilicos.

Define-se o trauma como sendo uma lesdo de tecidos
vivos, causada por um agente extrinseco. E a quarta causa
de morte nos Estados Unidos da América do Norte e constitui
um pesado fardo financeiro para a economia.

Os traumas sao classificados em ocultos ou
penetrativos. O trauma oculto tem como resultado uma
compressao interna, a lesdo de drgdos e hemorragias
internas, ao passo gque O trauma penetrativo (em
consequéncia de um agente que penetre no corpo e destrua
tecidos, vascs e Orgdos) tem como resultado uma hemorragia
externa.

Os traumas podem ser causados por inumeros fendmenos,
v.g., acidentes rodovidriocs, ferimentos provocados por
armas de fogo, quedas, acidentes com midgquinas e ferimentos
provocados por armas brancas.

A cirrose hepadtica pode ser provocada por uma lesdo

directa do figado, dincluindo o alcoolismo crénico, a
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hepatite viral croénica (tipos B, C e D) e a hepatite auto-
imune, e também por lesdo indirecta provocada por uma
danificacdo do canal biliar, incluindo a cirrose biliar
primaria, a colangite esclerosante primaria e a atresia
biliar. As causas menos frequentes de cirrose sao a lesdo
hepatica directa, resultante de patologia hereditéria, por

exemplo, a fibrose cistica, a deficiénecia em antitripsina

0-1, a hemocromatose, a doenca de Wilson, a galactosemia e
a doenga de armazenagem do glicogénio. Os transplantes
constituem a intervencdo fundamental para o tratamento de
pacientes cirréticos em estado avancgado.

Assim, um outro aspecto da presente invengdo diz
respeito a uma variante polipeptidica da invencdo para a
producdo de um medicamento para o tratamento de doengas ou
patologias em que seja desejavel a coagulacgdo. A presente
invengdo também diz respeito as variantes da invencgédo
utilizéaveis num método para tratar um mamifero que padega
de uma doenga ou de uma patologia em que seja desejdvel a
coagulacdo, consistindo tal método em administrar a um
mamifero que disso necessite uma quantidade eficaz da
variante polipeptidica ou da composicdo farmacéutica da
invencao

Como exemplos de doengas/patologias em que seja
desejdvel uma maior coagulagdo refere-se, mas sem que 1sso
constitua gualguer limitag¢do, as hemorragias, incluindo as
hemorragias cerebrais, e também os casos de pacientes com
hemorragias descontroladas graves, tais como as resultantes
de traumas. Outros exemplos abrangem os casos de pacientes
sujeitos a transplantes de tecidos vivos, pacientes sujeitos
a ressecgdo e pacientes com hemorragias varicelares. Um

outro tipo de doencga/patologia generalizada, em que se prevé
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gue 0s polipeptidcs da invencdo venham a ser Utels para uma
maior coagulacgéo, ¢ a hemofilia, v.g., a doenga de
Willebrand, a hemofilia A, a hemcfilia B ou a hemofilia C.

As variantes polipeptidicas da invengéao 540
administradas aos pacientes numa dose terapeuticamente
eficaz, normalmente uma dose que seja aproximadamente
idéntica a utilizada na terapia com <rFVII, tal como ©
NovoSeven®, ou em doses Menores. 0 termo "dose
terapeuticamente eficaz" aqui utilizado designa uma dose
suficiente para produzir os efeitos desejados em relagdo ao
estado de saude para o qual é administrada. A dose exacta
ird depender das circunstédncias e ird ser determinada por
um  especialista na matéria, recorrendo a técnicas
conhecidas. Normalmente, a dose deve ser capaz de evitar ou
reduzir a gravidade ou a disseminag¢do da patologia ou do
estado de saude que se pretende tratar. E evidente, para os
especialistas na matéria, gue uma quantidade eficaz de uma
variante polipeptidica ou de uma composigdo da invencgdo 1iré
depender, inter alia, da doenga, da dose, da posologia,
independentemente de a variante ©polipeptidica ou a
composigdo ser administrada por si sé ou em conjunto com
outros agentes terapéuticos, da semi-vida das composicdes
no plasma e do estado geral de satde do paciente.

A variante polipeptidica da invenc¢do é administrada,
de preferéncia, numa composigdo gue contenha um veiculo ou
excipiente farmaceuticamente aceitdvel. 0 termo
"farmaceuticamente aceitdvel" designa um veiculo ou
excipiente que ndo provoque efeitos indesejados nos
pacientes aos quais seja administrado. Tais veiculos e
excipientes farmaceuticamente aceitdveis e também os métodos

de formulacdo farmacéutica adequados sdo perfeitamente
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conhecidos na especialidade (ver, por exemplo, Remington's
Pharmaceutical Sciences, 182 edig¢ao, A.R. Gennaro, Ed.,
Mack Publishing Company [1990]; Pharmaceutical Formulation
Development of Peptides and Proteins, S. Frokjaer e L.
Hovgaard, Eds., Taylor & Francis [2000]; e Handbook of
Pharmaceutical Excipients, 32 edigdo, A. Kibbe, Ed.,
Pharmaceutical Press [2000]).

A variante polipeptidica da invencdc pode ser
utilizada, "tal qual" e/ou numa sua forma salina. Os sais
adequados compreendem, mas sem que 1sso constitua qualquer
limitagdo, o©os sals obtidos com metais alcalinos ou com
metais alcalino-terrosos, tais como sédio, potédssio, célcio
e magnésio, e também, v.g., 0s sais de zinco. Estes sais ou
complexos podem estar presentes sob a forma de uma
estrutura cristalina e/ou amorfa.

As composicbdes farmacéuticas da invencdoc podem ser
administradas por si sds ou em conjunto com outros agentes
terapéuticos. Estes agentes podem ser incorporados como
parte da mesma composicdo farmacéutica ou podem ser
administrados separadamente da variante polipeptidica da
invengdo, simultaneamente ou de acordo com uma outra
posologia. Além disso, a variante polipeptidica ou a
composigdo farmacéutica da invengdo pode ser utilizada como
adjuvante para outras terapias.

No ambito da presente invengdo, um "paciente" pode ser
um ser humano ou outro animal. Assim, as variantes da
invengdo sdo aplicdveis na terapia de seres humanos e em
aplicag¢des veterindrias, em particular na terapia de seres
humanos.

A composicdo farmacéutica gue compreende a variante

polipeptidica da invengdo pode ser formulada de diversas
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formas, v.g., no estado liquido, em gel, licofilizada ou
como sdélido comprimido. A forma preferivel ird depender da
patologia particular que se pretende tratar e é um assunto
evidente para os especialistas na matéria.

Em particular, a composicdo farmacéutica que contém a
variante polipeptidica da invencdo pode ser formulada numa
forma 1liofilizada ou numa forma soluvel e estavel. A
variante polipeptidica pode ser liofilizada por meio de
diversos métodos conhecidos na especialidade. A variante
polipeptidica pode assumir uma forma soluvel e estdvel,
mediante remogdo ou protecgdo dos locals de degradagéo
proteolitica, conforme aqui descrito. A vantagem de se
obter uma preparagdo soluvel e estavel ¢ o facto de o
paciente a poder manipular mais facilmente e, em caso de
emergéncia, uma acgdo  mais rapida, o que pode,
potencialmente, salvar vidas. A forma preferivel iréa
depender da patologia particular que se pretende tratar e é
um assunto evidente para os especialistas na matéria.

A administracdo da formulacido da presente invengao pode
ser efectuada por diversas vias, incluindo, mas sem que 1ss0
constitua qualquer limitagdo, as vias oral, subcuténea,
intravenosa, intracerebral, intranasal, transdermal,
intraperitoneal, intramuscular, intrapulmonar, vaginal,
rectal, intraocular ou de qualquer outra maneira aceitavel. As
formulacgbes podem ser administradas continuamente por infusdo,
embora seja aceitdvel a injeccdo em ampola grande, utilizando
técnicas perfeitamente conhecidas na especialidade, por
exemplo, por meio de bombas ou por implantacdo. Em alguns
casos, as formulac¢des podem ser aplicadas directamente sob a

forma de uma solug¢do ou aspersao.
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Formulacdes parentéricas

Um exemplo preferencial de uma composicdo farmacéutica é
uma solucdo, em particular uma sclucdo aquosa, concebida para
administragdo parentérica. Embora em muitos casos @ as
formulagdes farmacéuticas em solugdc sejam apresentadas no
estadec 1liquido, adequadas para utilizacdo imediata, tais
formulagdes parentéricas também podem ser fornecidas numa
forma congelada ou liofilizada. No primeiro caso, a composicédo
tem de ser descongelada antes de ser utilizada. O ultimo caso
¢ utilizado, frequentemente, para aumentar a estabilidade do
composto activo contido na composigdo, sujeito a uma grande
variedade de condi¢bBes de armazenagem, uma vez Jque O3S
especialistas na matéria sabem que as prepara¢des liofilizadas
sdo, geralmente, mais estavels do que as preparacgdes
equivalentes no estado ligquido. Tais prepara¢des liofilizadas
sdo reconstituidas antes da sua utilizacdo, mediante a adicéo
de um ou varios diluentes adequados e farmaceuticamente
aceitaveis, tais como a 4agua estéril para injecgles ou o
soluto salino fisioldgico estéril.

No caso das formulagbes parentéricas, estas sdao
preparadas para armazenagem como formulagdes liofilizadas ou
como solucdes aquosas, misturando, conforme se considere
adequado, a variante polipeptidica, que tenha o grau de
pureza desejado, com um ou varios veiculos, excipientes ou
estabilizadores farmaceuticamente aceitaveis, vulgarmente
utilizados na especialidade (todos eles designados por
"excipientes"), por exemplo, agentes de tamponamento, agentes
estabilizadores, conservantes, reguladores da isotonicidade,
agentes tensicactivos nao iénicos ou detergentes,

antioxidantes e/ou outros aditivos diversificados, tais como
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agentes ou cargas diluentes, agentes quelantes, antioxidantes
e co-solventes.

Nos documentos WO 01/58935 e WO 03/093465, aqui
incorporados por referéncia, ha informacdo pormenorizada
sobre formulagdes parentéricas adequadas para a
administracdo de variantes de FVII e também para a producgdo
de preparagdes de libertacgdo prolongada.

Seguidamente descrever-se-4 a invencdoc por meio de

exemplos ndo limitativoes.

MATERIAIS E METODOS

Regido dos locais activos

Define-se a regido dos locais activos como sendc a de
todos os residuos que possuam pelo menos um Atomo Ccom menos
de 10 A entre todos os A4tomos da triade catalitica

(residuos H193, D242, S344).

Medicdo da sensibilidade reduzida a degradacdo proteolitica

E possivel medir a degradacdo proteolitica utilizando
0 ensalo descrito no exemplo 5 do documento US 5 580 560,
em que a protedlise & uma autoprotedlise.

Além disso, ¢ possivel testar a protedlise reduzida
num modelo in vivo, utilizando amostras identificadas com
radioisdétopos e comparando a protedlise do rhFVIIa e da
variante polipeptidica da inveng¢do, recorrendo a amostras
de sangue e submetendo-as ao protocolo de ensaio SDS-PAGE e
a autorradiografia.

Independentemente do protocolo de ensaio utilizado
para a determinacdo da degradagdo proteoclitica, o termo

"degradacgdo proteolitica reduzida" pretende significar uma
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reducdo mensuravel da clivagem, comparativamente com aquela
que ¢ obtida pelo rhFVIIa, conforme medido por inspecgdo de
geles contrastados com o corante de Coomassie, utilizados
no protocolo de SDS-PAGE, por HPLC ou conforme medido pela
actividade catalitica conservada, comparativamente com a
esponténea tipica, recorrendo ao ensalo de actividade

independente do factor tecidual, adiante descrito.

Determinacgdo do peso molecular das variantes polipeptidicas

Determina-se o] peso molecular das variantes
polipeptidicas por SDS-PAGE, filtracgédo em gel,
transferéncias de Western, espectrometria de massa [/
dessorcgdo da matriz auxiliada por laser ou centrifugagdo em
equilibrio, v.g., SDS-PAGE, em conformidade com Laemmli,

U.K., Nature Vol 227 (1970), pp. 680-85.

Determinacdo da afinidade de ligagdo a membrana fosfolipidica
E possivel determinar a afinidade de 1ligacdo a

membrana fosfolipidica conforme descrito por Nelsestuen et

al., Biochemistry, 1977; 30; 10819-10824 ou conforme

descrito no exemplo 1 do documento US ¢& 017 882.

Ensaio de activacdo do factor X independente de TF

Este ensaio fol descrito minuciosamente por Nelsestuen
et al., na pégina 39826 de J Biol Chem, 2001; 276:39825-
39831.

Dito de forma abreviada, a molécula que se pretende
experimentar (hFVIIa, rhFVIIa ou a variante polipeptidica
da invencdo na sua forma activada) ¢ misturada com uma
fonte de fosfolipidos (de preferéncia, fosfatidil-colina e

fosfatidil-serina numa razdao de 8:2) e com factor X
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relipidado em tampdo Tris contendo BSA. Decorrido um
periodo determinado de incubagdo, interrompe-se a reacgdo
por adi¢do de EDTA em excesso. Mede-se entdo a concentracgdo
do factor Xa em funcdo da alteracdc da absorvéncia a 405
nm, apd6és a adicido de um substrato cromogénico (5-2222,
Chromogenix). Depoils de feitas as correcgdes compensatoérias
de actividade espontanea, determina-se a actividade do
rhFVIla (a,:) 1ndependente do factor tecidual, em termos da
alteracdo da absocrvéncia ao fim de 10 minutos e determina-
se também a actividade da variante ©polipeptidica da
invengdo (Avariante) 1ndependente do factor tecidual, em
termos de alteracdo de absorvéncia ao fim de 10 minutos. A
razdo entre & actividade da wvariante polipeptidica, na sua
forma activada, e a actividade do rhFVIIa ¢ definida por

Averiarte / Awt «

Ensaio de coagulagdo

Mediu-se a actividade coagulante do FVIIa e suas
variantes em ensaios de uma sd etapa, tendo os tempos de
coagulacdo sido registados com um coaguldémetro 'Thrombotrack
IV' (Medinor). Reconstituiu-se plasma humano isento de factor
VII (American Diagnostica) e levou-se ao equilibric a
temperatura ambiente durante 15-20 minutos. Depois,
transferiu-se 50 uL de plasma para os calices do coagulémetro.

Efectuou-se a diluigdo de FVIIa e suas variantes em
tampao 'Glyoxaline' (barbiturato 5,7 mM, citrato de sdédio
4,3 mM, NaCl 117 mM, BSA na concentracdo de 1 mg/mL, pH
7,35). Acrescentou-se as amostras aos cdlices, com 50 plL, e

manteve-se tudo a incubar a 37°C durante 2 minutos.
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Reconstituiu-se a tromboplastina (Medinor) com &gua e
acrescentou-se CaCl; até a concentragdo final de 4, 5 mM.
Iniciou-se a reaccdo adicionando 100 pL de tromboplastina.

Para se medir a actividade coagulante na auséncia de
TF utilizou-se 0© mesmo ensaio, mas sem a adigcao de
tromboplastina. Os dadeos foram analisados utilizando a

aplicacdo informatica 'PRISM'.

Ensaio com sangue total

Mediu-se a actividade coagulante do FVIIa e suas
variantes em ensaios de uma sé etapa, tendo os tempos de
coagulacdo sido registados com um coaguldémetro
'Thrombotrack IV' (Medinor). Diluiu-se 100 plL de FVIIa, ou
suas variantes num tampao contendo glicil-glicina 10 mM,
NaCl 50 mM, CaCl, 37,5 mM, a pH 7,35, e depois fez-se a
transferéncia para o calice de reaccdo. Iniciou-se a
reacgdo de coagulagdo acrescentando 50 pL de sangue
contendo 10% de anticoagulante constituido por citrato de
sédio 0,13 M. Os dados foram analisados utilizando a

aplicacdo informatica Excel ou PRISM.

Prova amidolitica

A aptiddc das diversas variantes, para clivar
substratos de péptidos pequenos, pode ser medida utilizando
o substrato cromogénico 5-2288 (D-Ile-Pro-Arg-p-
nitroanilida). Diluiu-se FVIIa até cerca de 10-90 nM em
tampdo de ensaio (Na-Hepes 50 mM a pH 7,5, NaCl 150 mM,
CaCl, 5 mM, 0,1% de BSA, heparina na concentracdo de 1
U/mL). Além disso, diluiu-se o TF soluvel (sTF) até 50-450
nM em tampao de ensaio. Misturou-se 120 plL de tampdo de

ensaio com 20 plL da amostra de FVIIa e 20 pL de sTF. Apds b5
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minutos de incubacdoc a temperatura ambiente, com agitacao
suave, seguindo-se 10 minutos de incubagdo a temperatura
ambiente, 1iniciou-se a reacgcdo mediante a adicido do
substrato 5-2288 até a concentracdo de 1 mM e determinou-se

a absorcdo a 405 nm, em diversos instantes.

Protococlo ELISA

As concentracgdes de FVII/FVIIa (ou variantes) foram
determinadas pelo protocolo ELISA. As cavidades de uma placa
de microtitulacdo foram recobertas com um anticorpo dirigido
contra o dominio da protease, utilizando uma solugdo com a
concentracdo de 2 ng/mL em PBS (100 uL por cavidade). Apds o
periodo de cobertura, de um dia para o outro a temperatura
ambiente (T.A.), efectuou-se a lavagem das cavidades 4 vezes
com tampdo THT (NaCl 100 mM, Tris-HC1 50 mM, a pH 7,2, com
0,05% de Tween-20). Depois, acrescentou-se a cada cavidade,
para bloqueio, 200 uL de caseina a 1% (diluida a partir de
um lote com concentracdo de 2,5%, utilizando NaCl 100 mm,
Tris-HC1 50 mm, a pH 7,2). Decorrida 1 hora de incubacdo a
T.A., esvaziocu-se as cavidades e acrescentou-se 100 upL de
amostra (facultativamente diluida em tampdo de diluigdo (THT
+ caseina a 0,1%). Apds uma outra incubacdc durante 1 hora a
temperatura ambiente, efectuou-se a lavagem das cavidades 4
vezes com tampdc THT e acrescentou-se 100 pL de um
anticorpo, marcado com biotina, dirigido contra o dominio de
tipo EGF (1 pg/mL). Apds uma outra incubac¢ido durante 1 hora
a T.A., seguida por mais 4 lavagens com tampdc THT,
acrescentou-se 100 pL de estreptavidina-peroxidase do rabano
(DAKI A/S, Glostrup, Dinamarca, diluida a 1/10000). Apdés uma
outra incubacgdo durante 1 hora a T.A., seguida de mais 4

lavagens com tampdo THT, acrescentou-se 100 nulL de TMB
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(3,3'",5-5"tetrametil-benzidina, Kem-en-Tech A/S, Dinamarca).
Apds 30 minutos de incubagdo a T.A., ao abrigo da luz,
acrescentou-se 100 pL de Hy;S04 1 M e determinou-se o valor de
DOgsomm. Preparou-se uma curva padrao utilizando o rhEVIIa
(NovoSeven®) .

Em alternativa, ¢ possivel quantificar FVII/FVIIa ou
suas variantes através do dominio Gla em vez do dominio da
protease. Neste protocoloc ELISA, as cavidades foram
recobertas, de um dia para o outro, com um anticorpo
dirigido contra o dominic de tipo EGF e para a deteccgdo
utilizou-se um dominio anti-Gla monoclonal marcado com
bictina, dependente do céalcio (2 pg/mL, 100 pnL por
cavidade) . Neste protocolo, acrescentou-se CaCl, 5 mM aos

tampdes THT e de diluic¢do.

Ensaio do trombograma

Testou-se o efeito de hFVIIa, rhFVIIa ou de variantes
de FVIIa sobre a geragdo de trombina no plasma humano, de
acordo com ume versdao modificada do ensaio descrito na
pagina 589 da obra de Hemker et al., (2000) Thromb Haemosi
83:589-91. Dito de forma abreviada, mistura-se a molécula
gue se pretende experimentar (quer seja hFVIIa, rhFVIIa ou
uma variante) com plasma pobre em plaquetas (PPP) e isento
de FVII, contendo quer factor tecidual recombinante
relipidado (tal como 'Innovin' de Dade Behring) quer
fosfolipidos (fosfatidilcolina e fosfatidilserina a razdo de
8:2, ou fosfatidilcolina, fosfatidilserina e fosfatidiletanol
a razdo de 4:2:4).

Iniciou-se a reacg¢do por adigdo de um substrato de
trombina fluorogénico e cloreto de calcio. Mediu-se a

fluorescéncia continuamente e determinou-se a actividade
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amidoclitica da trombina, calculando o valor da tangente da
curva de fluorescéncia (o aumento da fluorescéncia em
funcdo do tempo). Deste modo, ¢ possivel calcular o tempo
durante o qual se obtém a actividade maxima amidolitica da
trombina (Tux), a velocidade de geragdo de trombina
(aumento méximo da actividade da trombina) e & actividade
total da trombina (&rea sob a curva (AUC)).

O plasma citado, 1isento de FVII e congelado, foi
descongelado na presenga de inibidor de tripsina do milho
(100 pg/mL de soro) para inibir a via de coagulagdo por
contacto. A cada cavidade de uma placa de microtitulagdo de
96 cavidades acrescentou-se 80 plL de plasma e 20 pL de
tampdo contendo rhFVII ou uma variante que se pretendia
testar, com uma concentrac¢do final compreendida entre 0,1 e
100 nM. Acrescentou-se factor tecidual humano recombinante
(rTF) em 5 pL de tampdc de ensaio, até a concentracdo final
de 1 pM, O tampdo de ensaio € constituido por Hepes 20 mM,
NaCl 50 mM e BSA na concentracido de 60 mg/mL em Aagua
destilada. Iniciou-se a reacgdo adicionando 20 uL de
solucdo de substrato, contendo cloreto de calcio 0,1 M. A
placa de ensaic e o0s reagentes foram previamente aquecidos
a 37°C, tendo a reacgdo decorrido a esta temperatura. O
fluorimetro utilizado era um aparelho 'BMG Fluormeter' com
um filtro de excitag¢do a 390 nm e com um filtro de emissdao
a 460 nm. Mediu-se a fluorescéncia em cada cavidade das
placas de fundo transparente de 96 cavidades a intervalos
de 20-40 segundos durante 30-180 minutos. Os dados foram

analisados utilizando a aplicag¢do informdtica PRISM.

Ensaio de ressondncia do plasmdo da superficie de ligagdo

do factor tecidual (ensaio Biacore)
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Utilizou-se a andlise de ressonancia do plasmdo da
superficie para se determinar a ligagdo, relativa do factor
VIIa de tipo selvagem e suas variantes, ao factor tecidual
soluvel. O factor tecidual soltvel e recombinante gue
contém o dominio extracelular foi acoplado a 270 unidades
de resposta numa microplaca 'Biacore CM5', wutilizando o
acoplamento NHS/EDC. O factor tecidual soltvel foil acoplado
a pH 4,5, para permitir a interaccdo com a superficie da
microplaca.

Neste ensaio, comparcu-se a ligacdo do factor tecidual
a proteina do factor VII, para uma unica concentragdo de
FVIIa ou de uma variante, para permitir fazer uma
comparagdo relativa das wvariantes esponténeas tipicas.
Determinou-se esta concentracdo por meio de uma curva
padrdao do FVIIa de tipo selvagem que se fez passar sobre a
microplaca em concentragdes compreendidas entre 75 e 0
png/mL, Removeu-se ¢ FVIIa por adicdo de EDTA 100 mM. Deste
modo, determinou-se que uma concentracdo de 15 png/mL
permitia a ligag¢do no dominio linear. Depois, fez-se passar
as variantes de FVIIa sobre a microplaca, com uma
concentracdo de 15 ug/mL, para se determinar a intensidade
de ligag¢do relativa do FVIIa, ou das variantes, ao factor

tecidual.

EXEMPLOS

Exemplo 1
Neste exemplo utilizou-se a estrutura radiogrdfica do
hFVITIa em complexo com o factor tecidual soluvel, segundo

Banner et al., J Mol Biol, 1996; 285:2089. Para melhor
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informacdo sobre os calculos deste exemplo, ver o documento

WO 01/58935.

Exposigdo superficial

O céalculo fraccional dos valcres das ASA permitiu
concluir que os residuos a seguir indicados tém mais de 25%
da sua cadeia lateral exposta a superficie: Al, N2, A3, F4,
Lb, E6, E7, 1.8, RY9, Pl0O, Ss12, Ll13, E14, El6, K18, E19, E20,
Q21, S23, F24, E25, E26, R28, E29, F31, K32, D33, A34, E35,
R36, K38, L39, w4l, T142, S43, S45, G47, D48, 49, Abl, S5H2,
S53, 056, G58, S60, K62, D63, Q64, L65, Q66, S67, I69, F71,
L73, P74, A75, E77, G78, R79, E82, T83, H84, K85, D86, D87,
088, 189, I9%), V92, N93, E94, G97, E99, S$103, D104, H105,
T106, G107, T108, K109, s111, R113, El1l16, G117, S119, L120,
L121, Al22, D123, G124, v125, Sl1l2e6, T128, P129, T130, V131,
E132, T140, L141, E142, K143, R144, N145, Al146, S147, K148,
P149, @150, G151, R152, G155, K157, V158, Ple0, Kleol, E163,
L171, N173, G174, Al75, N184, T185, 1186, H193, K197, K199,
N200, R202, N203, 1205, $214, E215, H216, D217, G218, D219,
S222, R224, 8232, T233, V235, P236, G237, T238, T239, N240,
H249, 0250, P251, v253, T255, D256, E265, R266, T267, E270,
R271, F275, V276, R277, F278, 1L280, L2287, 1.288, D289, R290,
G291, A292, T293, L295, E296, N301, M306, T307, Q308, D309,
L311, 0312, @313, R315, K316, V317, G318, D319, S$320, P321,
N322, T324, E325, Y326, Y332, S333, D334, S336, K337, K341,
G342, H3b51, R353, G354, Q366, G367, T370, V371, G372, R379,
E385, (388, K389, R392, S393, E394, P395, R396, P397, G398,
v399, 1L400, 1401, R402, P404 e P406 (os residuos Al-845
estdo localizados no dominio Gla, estando as posicgdes

restantes localizadas fora o dominio).
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Para os residuos a seguir indicados determinou-se que

tinham mais de 50% da sua cadeia lateral exposta a

superficie:

K18,
K38,
K62,
E82,
T106,
G124,
K148,
Al175,
V235,
R277,
M306,
N322,
E394,

S43 estdo localizados no dominio Gla,

E19,
L39,
L65,
H84,
G107,
V131,
P149,
K197,
P236,
F278,
0308,
E325,
R396,

E20,
142,
Q66,
K85,

A3
021
343

aAl,

367
D86
T108,
E13Z,
0150,
K199,
G237,
1288,
D309,
D334,
P397,

14 F4I

, S23,
, G47,
, 169,
, D87,

K109,
1141,
G151,
N200,
T238,
D289,
1311,
K341,
G398,

L5,
E25,
D48,
F71,
088,

S111,

El42,
R152,
R202,
H249,
R290,
Q312,
G354,
R402,

E6,

£26,
A5,
173,
189,
E116,
K143,
G155,
5214,
0250,
G291,
0313,
G367,

P404 e P406

E7,
E29,
352,
p74,
I90,

L8,

5119,
R144,
K157,
E215,
V253,
A292,
R315,
V371,

restantes localizadas fora o dominio).

R9,
K32,
353,
A75,
v92z,

1121,
N145,
Pl60,
H216,
D256,
T293,
K31le,
E385,

P10,
A34,
Q56,
E77,
N93,

Al272,
Alde,
N173,
G218,
T267,
1295,
G318,
K389,

E1l4,
E35,
G58,
G78,
E94,

E16,
R36,
$60,
R79,
G97,

D123,

5147,

G174,

R224,

F275,

N301,

D319,

R392,

(os residuos Al-

estando as posigdes

Local de ligacdo do factor tecidual

Utilizando 08 calculos dos valores das ASA,

determinou-se que os residuos a seguir indicados, no hFVIT,

mudam as suas ASA no complexo. Ficou definido que os

residuos a seguir indicados constituem o local de ligacgdo
L13, K18, F31, R36, 139,
D63, 165, Ie69, C70, F71, C72,
K85, 88, 1I90, V92, N93,
F278, R304, L1305, M306,

do receptor: E35, F40, 142, S43,

S60,
ET77,

K62, Qo64,
E82,
V276,

Q313,

173, P74, F76,

G78, R79, E94, R271,

A274, F275, R277, T307, Q308,

D309, Q312, E325 e R379.
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Regido dos locais activos

Define-se a regido dos locais catives como sendo os
residuos que possuem pelo mencs um Atomo a uma distéancia
inferior a 10 A de qualquer &tomo da triade catalitica
(residuos H193, D242, $344): I153, Ql67, V168, L1669, L170,
L171, @176, 1177, €178, G179, G180, T181, v188, v189, 5190,
Al191, A192, H193, C194, F195, D196, K197, 1198, w201, v228,
1229, 1230, P231, S232, T233, Y234, V235, P236, G237, T238,
T239, N240, H241, D242, I243, A244, L245, L2246, v281, S282,
G283, w284, G285, Q286, T293, T324, E325, Y326, M327, F328,
D338, 5339, C340, K341, G342, D343, S344, G345, G346, P347,
H348, L358, T359, G360, I36l, V362, S363, W364, G365, C368,
v376, Y377, T378, R379, V380, 0382, Y383, w386, L387, L400
e F405.

A crista da fissura de ligacdo dos locais activos

Definiu-se a crista da fissura de ligagdo dos locais
activos por inspeccdo visual da estrutura 1FAK.pdb do
FVIIa, sendoc: N173, Al75, K199, N200, N203, D289, R290,
G291, A292, P321 e T370.

Exemplo 2
Concepcdo de uma cassete de expressdo para a expressdo do
rhFVII em células de mamiferos

Concebeu-se a cassete de expressdo para a expressao do
rhFVII e efectuou-se a sua clonagem conforme descrito no
exemplo 2 do documentc WO 01/58935.
Exemplo 3
Construcdo da cassete de expressdo que codifica as

variantes da inven¢do
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Utilizou-se a PCR para prolongamento sobressaliente da
sequéncia (SOE) para gerar construgdes que possuem grelhas
de leitura aberta das variantes de FVII, com coddes

substituidos, utilizando métodos convencionais.

Exemplo 4
Expressdo das variantes polipeptidicas em células da
linhagem CHO K1

Com células da linhagem celular CHO K1 (ATCC n° CCL-

61) inoculou-se, para uma confluéncia de 50%, balbes T-25,

utilizando MEM®, FCS a 10% (Gibco/BRL Cat n® 10091), P/S e
filogquinona na concentracdo de 5 ug/mL e esperou-se que
crescessem até a confluéncia. A camada monocelular
confluente foi transfectada com 5 1ug do plasmideo
relevante, descrito supra, utilizando o©o agente de
transfecgdo 'Lipofectamina 2000' (Life Technologies), em
conformidade com as instrucdes do fabricante. Decorridas 24
horas apds a transfecgdo, retirou-se uma amostra e
quantificou-se, utilizando, v.g., um protocolo ELISA que
permite reconhecer o dominio EGF1l do hFVII. Nesta altura, é
possivel efectuar sobre as células uma selecgdo relevante
(v.g., com higromicina B) com a finalidade de se obter um
lote de transfectantes estaveis. Quandc se utiliza a
linhagem celular CHO Kl e o gene da resisténcia a
higromicina B como marcador seleccionavel sobre ©
plasmideo, 1istc consegue-se normalmente ao fim de uma

semana.

Exemplo 5
Geracdo de células da linhagem CHO K1 que expressam

estavelmente as variantes polipeptidicas
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Descongelou-se um frasco que continha 0 lote
transfectante da linhagem CHO-K1, tendo as células sido
utilizadas para inocular um baldo de 175 cm?, para tecidos,
contende 25 ml de MEM@, FCS a 10%, filoguinona (5 ug/mL),
penicilina (100 U/L) e estreptomicina (100 nug/L), tendo
crescido depois durante 24 horas. As células foram entdo
colhidas, diluidas e aplicadas sobre placas de microtitulacgéo
de 96 cavidades, até se obter uma densidade celular de 1/2-1
célula / cavidade. 2o fim de uma semana de desenvolvimento,
estdo presentes nas cavidades coldénias de 20-100 células,
tendo sido marcadas com um identificador as cavidades gue
continham apenas uma coldénia. Decorridas mais duas semanas,
os meios de todas as cavidades que continham apenas uma
colénia foram substituidos por 200 pL de meio recente. Ao fim
de 24 horas retirou-se uma amostra de meio e analisou-se,
v.g., pelo protocolo ELISA. Foram seleccionados os clones de
producdo elevada, tendo sido utilizados para a produgdo, em

grande escala, de FVII ou suas variantes.

Exemplo 6
Purificacdo das variantes polipeptidicas e activagdo subsequente
A purificagdo do FVII e das variantes de FVII faz-se
conforme a seguir se descreve. O processo é realizado a 4°C. Os
meios das culturas colhidas, provenientes da produgdc em grande
escala, s3ao submetidos a uma operagdo de ultrafiltragdo,
utilizando um sistema 'Millipore TFF' com membranas filtrantes
'Pellicon' com um valor critico de 30 kDa. Apds a concentracgdo
do meio, acrescentou-se citrato até a concentragdo 5 mM e
ajustou-se o PpH para 8,6. Se necessario, reduz-se a
condutividade para um valor inferior a 10 mS/cm. Seguidamente,

aplica-se a amostra a wuma c¢oluna de 'Q-sepharose FF',
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equilibrada com NaCl 50 mM, Tris 10 mM a pH 8,6. Apds a lavagem
da coluna com NaCl 100 mM, Tris 10 mM a pH 8,6, seguindo-se
NaCl 150 mM, Tris 10 mM a pH 8,6, efectua-se a eluigcdo do FVII
com Tris 10 mM, NaCl 25 mM, CaCl; 35 mM a pH 8,¢6.

Para o segundo passo cromatografico, prepara-se uma
coluna de afinidade acoplando um anticorpo monoclonal do
dominioc anti-Gla, dependente do calcio, a 'Q-sepharose FF'
activada por CNBr. Por cada mlL de resina sdo acoplados cerca
de 5,5 mg de anticorpo. Equilibra-se a coluna com Tris 10 md,
NaCl 100 mM, CaCl, 35 mM a pH 7,5. Acrescenta-se NaCl a
amostra, até uma concentrag¢do de NaCl 100 mM, e ajusta-se o pH
para valores entre 7,4-7,6. Rpds uma aplicacdo da amostra, de
um dia para o outro, lavou-se a coluna com NaCl 100 mM, CaCl,
35> mM, Tris 10 mM a pH 7,5, e fez-se a eluigcdo da proteina
FVII com NaCl 100 mM, citrato 50 mM, Tris 75 mM apH 7,5.

Para © terceliro passo cromatografico, diminuiu-se a
condutividade da amostra para um valor inferior a 10 mS/cm, se
necessario, e ajustou-se o pH para §,6. Depols, aplicou-se a
amostra a uma coluna de 'Q-sepharose' (equilibrada com NaCl 50
mM, Tris 10 mM a pH 8,6), com uma densidade de cerca de 3-5 mg
de proteina por mL de gel para se conseguir uma activagao
eficiente. RApds a aplicagdo, lavou-se a coluna com NaCl 50 mM,
Tris 10 mM a pH 8,6 durante cerca de 4 horas com um caudal de
3-4 volumes de coluna (ve) por hora. Efectuocu-se a eluigdo da
proteina FVIT utilizando um gradiente a variar entre 0-100% de
NaCl 500 mM, Tris 10 mM a pH 8,6 para uma quantidade de 40 vc.
Preparou-se um lote com as fracgdes que continham FVII

Para o© passo cromatografico final, diminuiu-se a
condutividade para wum valor inferior a 10 mS/cm. Depois
aplicou-se a amostra a uma coluna de 'Q-sepharose’

(equilibrada com NaCl 140 mM, glicilglicina 10 mM a pH 8,6)
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com uma concentragdo de 3-5 mg de proteina por mL de gel.
Depois, lavou-se a coluna com NaCl 140 mM, glicilglicina 10 mM
a pH 8,6 e fez-se a elui¢do do FVII com NaCl 140 mM, CaCl, 15
mM, glicilglicina 10 mM a pH 8,6. Diluiu-se o produto de
eluicdo em CaCl, 10 mM e ajustou-se o pH para 6,8-7,2.
Finalmente, acrescentou-se Tween-80 até a concentracdo de

0,01% e ajustou-se o0 pH para 5,5 para armazenagem a —-380°C.

Exemplo 7

Resultados experimentais - actividade de activacdo do FX
Submetendo as variantes da invengdo ao "ensaio de

activacdo do factor X independente de TF" foram obtidos os

resultados adiante indicados (0s resultados s&80 expressos

em percentagem da actividade da variante PI10Q+K32E como

referéncia) :
Quadro 1
. Activacdo do FX independente do TF
Variante
(8,uriante/ Be10giazs) ¥100

rhFVIIa 10
P10Q+K32E (referéncia) 100
A3AY+P10Q+K32E+A34L 216
P10Q+K32E+D33F+A34E 194
P10Q+K32E+A34E+P748 190
P10Q+K32E+A34E+R36E+K38E 144
P10Q+K32E+A34D+R36E 140

Dos resultados anteriores pode concluir-se que as
variantes da inven¢do revelaram uma melhoria substancial na
actividade de activagdo do FX, comparativamente com O

rhFVIIa e também comparativamente com [P10Q+K32E]rhFVIIa.
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Exemplo 8
Resultados experimentais - actividade coagulante no "Ensaio
com Sangue Total"

Submetendo as variantes da invencdo ao "Ensalo com
Sangue Total" wverificou-se que revelavam uma actividade
coagulante significativamente maior (isto ¢, tempo de
coagula¢do reduzido), comparativamente com o© rhFVIIa e
também comparativamente com [P10Q+K32E] rhFVIIa. Os
resultados experimentais estdo ilustrades na figura 1 e no

guadro 2 subsequente.

Quadro 2

Tempo de coagula¢do (Ensaio com

Variante Sangue Completo
toartante/ tut

rhFVIIa (referéncia) 1
A3AY+P10Q+K32E+EL116D 0,4
A3AY+P10Q+K32E+A34L 0,3
P10Q+K32E+A34E+P74S 0,3
A3AY+P10Q+K32E+E77A 0,4
Exemplo 9

Resultados experimentais - actividade coagulante no "Ensaio
de Coagulag¢do”

Quando as variantes da invencdo foram experimentadas
num ensaio de coagulagdo dependente do TF ("Ensaio de
Coagulac¢ao”, descrito anteriormente na secg¢ao 'Materiais e
Métodos'), fol evidente que essas variantes da invengao,
gue possuem a substituigdo R36E, tém uma actividade
coagulante significativamente reduzida guando comparadas

com o rhFVII ou com outras variantes da invengdo. Ver o
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quadro 3 subsequente. No entanto, conforme ilustrado no
exemplo 7 anterior, as variantes que possuem a substituicédo
R36E tém uma actividade de activacdo do factor X maior no

"Ensaio de Activacgdo do Factor X Independente do TF".

Quadro 3

Actividade coagulante média
Variante (unidades / MQyapianee/unidades/mg,.)
(n = 2-3)
NovoSeven® (referéncia) 52 119 (100%)
P10Q+K32E 52 714 (101%)
A3AY+P10Q+K32E+A34L 56 948 (107%)
P10Q+K32E+A34E+R36E 1 439 (2,7%)
P10Q+K32E+A34D+R36E+K38E 1 232 (2,4%)
Exemplo 10

Resultados experimentais - gerac¢do de trombina no Ensaio do
Trombograma

Utilizando o trombograma dependente do fosfolipido
(PL) e o trombograma dependente do factor tecidual (TF)
(ver a descrigdo anterior do Ensaio do Trombograma),
determinou-se a taxa maxima de geracdo de trombina para as
variantes de FVIIa com concentragdes diferentes das
proteinas variantes. Colocando num grafico as taxas maximas
de geracdo de trombina (expressas em UF (unidades de
fluorescéncia) por s’y em fungao da concentragdo da
variante indicada em ©pM, foram obtidos o0s resultados
ilustrados na figura 2 (taxa mdxima de gerac¢do de trombina
dependente do factor tecidual) e na figura 3 (taxa méxima
de geragdo de trombina dependente do fosfolipido).

A partir destes resultados, ¢ evidente que a variante

P10Q K32E A34E R36E do FVIIa tem uma aptidido diferenciada
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para geragdo de trombina, consoante a reacgdo é dependente
do PL ou ser dependente do TF. A taxa maxima de geracdo de
trombina dependente de TF para esta variante diminuiu
aproximadamente 10 vezes (linha pontilhada na figura 2),
comparativamente com as variantes P10Q K32E ou A3AY P10Q
K32E A34L do FVIIa. Além disso, também sdo reduzidos o
tempo de atraso, o tempo até se obter um maximo, a altura
desse maximo e (com menor intensidade) a AUC para a
variante PI10Q0 K32E A34E R36E, comparativamente com as
outras variantes (resultados ndo apresentados). Em
contraste com a actividade dependente de TF, a actividade
dependente de PL da variante ©P10Q K32E A34E R36E ¢
equivalente as das outras variantes experimentadas neste
exemplo (ver a figura 3), 1sto ¢, esta variante tem uma
actividade plena dependente de PL, se bem que a actividade
dependente de TF seja substancialmente reduzida.

Na mesma experiéncia, comparou-se a variante P10Q K32E
A34E R36E directamente com a variante P10Q K32E A34E P74S,
gue possuli uma taxa elevada de geragdo de trombina
dependente de TF, conforme ilustrado na figura 2. Admite-se
gue as diferengas de ligagdo a TF, entre estas duas
variantes (isto é, a reduzida ligagdo a TF da variante P100Q
K32E A34E R36E) possa ser atribuida, directamente, a
presenga da substituicdo R36E, possivelmente com um efeito

sinérgico com a substituicdo A34E.

Exemplo 11
Resultados experimentais - 1liga¢do do FVIIa ao rfactor
tecidual no Ensaio 'Biacore'

Submetendo as variantes da invencdo ao ensaio de

ressonancia do plasmao da superficie, num sistema
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'Biacore’', wutilizando wuma microplaca de TF, conforme
descrito na seccdo 'Materiais e Métodos', foram obtidos os

resultados a seguir indicados:

Quadro 4
N° médio de unidades de resposta
Variante
(n = 5)
FVIIa de tipo selvagem 888
P10Q; K32E 714
A3AY; P10Q; K32E; A34L 967%*
P10Q; K32E; A34E; R36E 414

* n=2

Consistentemente com o©s dados sobre as taxas de
geracgdo de trombina dependente de TF, obtidos no Ensaio do
Trombograma (exemplo 10), o0s resultados do quadro 4 indicam
gue a substituig¢do R36E confere menor ligacdo ao factor
tecidual.

No mesmo Ensaio 'Biacore', também foram experimentadas
variantes de FVIIa que possuem as mesmas modificacdes que a
variantes enumeradas no quadro 4, conjuntamente com mais
duas modificagdes que introduzem dois locais de
glicosilacdo (T106N e V253N ou I205T), para ligacdo ao
factor tecidual. Os resultados estdo transpostos para o

quadro 5 subsequente.
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Quadro 5
. N° médio de unidades
Variante

de resposta (n = 5)
T106N; V253N 717
T106N; I205T 612
P10Q; K32E; T106N; I205T 502
P10Q; K32E; T106N; V253N 498
A3AY; P10Q; K32E; A34L; TI106N; V253N 522
P10Q; K32E; A34E; R36E; T106N; I205T 216

Os resultados sdao consistentes com os do quadro 4 e
mostram que ao serem comparados com os de algumas variantes
(ou com a espontanea tipica) no quadro 4, sem o0s locais de
glicosilacdo suplementares, a presenca de dois novos locais
de glicosila¢do nas variantes do quadro 5 proporciona uma
redugdo (maior) na 1ligagcdo ao factor tecidual. Tal como
sucedeu no caso das variantes do quadro 4, a presencga da
substitui¢do R36E numa variante de glicosilac¢do tem como
resultado também um nivel de ligacg¢do ao factor tecidual que
€ substancialmente menor do que a ligacdc ao factor
tecidual das outras variantes de glicosilag¢do gque ndo

possuem esta substituicio.
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REIVINDICACOES

1. Variante polipeptidica do factor VII (FVII) ou do
factor VIIa (FVIIa) que possul uma sequéncia de aminodcidos
gue difere em 1 a 15 residuos de amincacidos relativamente
a sequéncia de aminocdcidos do factor VII humano (hFVII) ou
do factor VIIa humano (hFVIIa) apresentada na SEQ ID NO:1,
em que foi introduzido um residuo amincdcido com carga
negativa por substituig¢do na posig¢do 36, em que a referida
variante polipeptidica na sua forma activada possui uma
maior actividade de activac¢do do FX comparativamente com

factor VIIa humano recombinante.

2. Variante da reivindicag¢do 1, em que a referida

substituicdo & R36D.

3. Variante da reivindicagcdo 1, em que a referida

substituicdo é R36E.

4. Variante de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
1 a 3, a qual compreende também uma substituicdo de um

aminoacido na posicdo 34.

5. Variante da reivindicagdo 4, em que um residuo
aminocdcido com carga negativa foi  introduzido por

substitui¢do na posig¢ao 34.

6. Variante da reivindicagdo 5, que compreende as

substituicdes A34E+R36E.



7. Variante de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
anteriores, a qual compreende também substituicgdes de

aminocdcidos nas posigdes 10 e/ou 32.

8. Variante da reivindicac¢ao 7, que compreende a

substituicdo K32E.

9. Variante da reivindicacdo 7, que compreende a

substituig¢ao P10Q.

10. Variante da reivindicag¢do 7, que compreende as

substituicdes P10Q+K32E.

11. Variante da reivindicacao 10, que compreende as

substitui¢des P10Q+K32E+A34E+R36E.

12, Variante da reivindicag¢do 10, que compreende as

substituicdes P10Q+K32E+A34L+R36E.

13. Variante de acordo com qualquer uma das reivindicag¢des
anteriores, em que foi introduzido pelc menos um residuo
amincacido, que compreende um grupo de acoplamento para uma
fraccdo nédo polipeptidica, numa posigdo localizada fora do

dominio Gla.

14. Variante da reivindicac¢ao 13, em que o referido grupo
de acoplamento ¢ um local de N-glicosilagdo in vivo

introduzido por substituic¢do.

15. Variante da reivindicacdo 14, em que o referido local

de N-glicosilagdo in vivo é introduzido por meio de uma



substituicdo seleccionada entre o conjunto constituido por

A5IN, G58N, T106N, K109N, G124N, K134N+N145T, Al75T,

I205T, V253N,

R315N+V3175, R315N+V317T,

T267N, T267N+35269T,
K316N+G3188S,

S314N+K3168S,

D334N e suas combinac¢des.

120583,
S314N+K316T,
K31eN+G318T, G318N E

16. Variante da reivindicag¢ao 15, que compreende pelo
menos uma substituicdo seleccionada entre o conjunto
constituido por T106N, IZ205T e V253N.

17. Variante da reivindicag¢do 16, que compreende dois
locais de N-glicosilagdo in vivo introduzidos por
substituig¢des seleccionadas entre o conjunto constituido

por T106N+IZ205T, T1lO06N+V253N e I205T+V253N.

18. Variante

substituigdes

19. Variante

substituicdes

20. Variante

substituicdes

21. Variante

substituicgdes

22. Variante

substituicdes

da reivindicacdao 17, que compreende

P10Q+K32E+A34E+R36E+T1I06N+I205T.

da reivindicacdo 17, que compreende

P10Q+K32E+A34E+R36E+T106N+V253N.

da reivindicac¢dao 17, que compreende

P10Q+K32E+A34E+R36E+I205T+V253N,

da reivindicacdo 17, que compreende

P10Q+K32E+A34L+R36E+T106N+I2050T.

da reivindicacdo 17, que compreende

P10Q+K32E+A34L+R36E+T106N+V253N.

as

as

as

as

as



23. Variante da reivindicag¢adao 17, que compreende as

substitui¢des PLOQ+K32E+A34L+R36E+I205T+V253N,

24. Variante de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes
anteriores, a qual compreende também uma insercdo de pelo

menos um residuo aminocacido entre as posigdes 3 e 4.

25. Variante da reivindicagdo 24, que compreende uma

insergdo de um residuo aminocdcido entre as posicgdes 3 e 4.

26. Variante da reivindicag¢do 25, em que ¢é 1inserido um

residuo aminocdcido hidrofdébico entre as posicdes 3 e 4

27. Variante da reivindicacdo 26, em que a referida

inserg¢do é A3AY.

28. Variante da reivindicagcdo 27, que compreende a

inser¢ao A3AY e as substituic¢des P10Q+K32E+A34E+R36E.

29. Variante da reivindicagcdo 27, que compreende a

insergdo A3AY e as substituicgdes PLOQ+K32E+A34L+R36E.

30. Variante da reivindicacdo 27, que compreende a insercgédo

A3AY e as substituigbes P10Q+K32E+A34E+R36E+TI06N+TI205T.

31. Variante da reivindicag¢ao 27, que compreende a inserg¢ao

A3AY e as substituicdes P10Q+K32E+A34E+R36E+TLI06N+V253N.

32. Variante da reivindicacdo 27, que compreende a insercgao

A3AY e as substituicdes P10Q+K32E+A34E+R36E+I205T+V253N.



33. Variante da reivindicacdo 27, que compreende a insercgao

A3AY e as substituigbes P1lOQ+K32E+A34L+R36E+T106N+I205T.

34. Variante da reivindicagdo 27, que compreende a insergao

A3AY e as substituigdes P1lOQ+K32E+A34L+R36E+T106N+V253N.

35. Variante da reivindicag¢dao 27, que compreende a inser¢ao

A3AY e as substituicgdes P10Q+K32E+A34L+R3IGE+IZ2Z05T+V253N,

36. Variante de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
anteriores, em que a referida variante estd na sua forma

activada.

37. Sequéncia nucleotidica que codifica uma variante tal

como definida em qualgquer uma das reivindicagdes 1 a 36.

38. Vector de expressdc que compreende a sequéncia

nucleotidica da reivindicacdo 37.

39. Célula hospedeira que compreende a sequéncia
nucleotidica da reivindicagdo 37 ou o vector de expressdo

da reivindicacido 38.

40. Composig¢do que compreende uma variante tal como
definida em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 36 e pelo

menos um veiculo ou excipiente farmaceuticamente aceitavel.

41. Variante tal como definida em qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 36, ou uma composicdo tal como definida

na reivindicacdo 40, para utilizag¢do como um medicamento.



42, Utilizacdo de uma variante tal como definida em
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 36 para a preparag¢do de
um medicamento para o tratamento de uma doenca ou patologia

em que seja desejavel a formacdo de coagulo.

43. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 42, em que a
referida doenga ou patologia é seleccionada entre o conjunto
constituide por hemorragias, incluindc as hemorragias
cerebrais, hemorragias descontroladas graves, tais como as
resultantes de traumas, hemorragias em pacientes sujeitos a
transplantes ou ressecgdes, hemorragias varicosas e

hemofilia.

44, Variante tal como definida em qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 36, para utiliza¢do no tratamento de uma
doenca ou patologia em que seja desejavel a formacdo de

coagulo.

45, Variante tal como definida em qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 36 para utilizacdo no tratamento de uma
doenca ou patologia seleccionada entre o conjunto constituido
por  hemorragias, incluindo as  hemorragias cerebrais,
hemorragias descontroladas graves, tais como as resultantes
de traumas, hemorragias em pacientes sujeitos a transplantes

ou ressecgdes, hemorragias varicosas e hemofilia.

Lisboa, 16/03/2010
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