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DESCRIPCION
Factores de coagulacién de accién prolongada y usos de los mismos

Campo de la invencién

La presente invencién se refiere a los usos médicos de los polipéptidos que comprenden un péptido del
carboxilo terminal (CTP) de la gonadotropina coriénica unido al carboxilo terminal de un factor de
coagulacién.

Antecedentes de la invencién

El desarrollo de la terapia de reemplazo con factores de coagulaciéon ha transformado las vidas de muchos
individuos con hemofilia. La hemofilia es un grupo de trastornos genéticos hereditarios que deteriora la
capacidad del cuerpo para controlar la formacién de coagulos o coagulacién de la sangre. Los pacientes con
hemofilia no producen cantidades adecuadas de proteinas del Factor VIl o el Factor X, que son necesarias
para una eficaz coagulacidén de la sangre. En los pacientes hemofilicos graves incluso una lesién pequefia
puede dar como resultado una pérdida de sangre que se prolonga durante dias o semanas, y puede no
ocurrir la curacion completa, lo que conduce a un posible dafio permanente y debilitante de las articulaciones
y otros érganos, y a la muerte prematura.

Un tipo de hemofilia, la hemofilia B, es un trastorno hemorragico unido al cromosoma X provocado por una
mutacidn en el gen del Factor IX (FIX), que resulta en una deficiencia de la actividad procoagulante del FIX.
Los pacientes con hemofilia B tienen hemorragias esponténeas en el tejido blando y hemartrosis recurrentes
que frecuentemente conducen a una artropia paralizante. El tratamiento actual para estos pacientes incluye
una administracién intravenosa del FIX recombinante. Sin embargo, los aspectos de costo y aclaramiento
relativamente rapido del FIX de la circulaciéon hacen que el desarrollo de un FIX de accién prolongada sea
una tarea desafiante.

La disponibilidad comercial del FVIIl y el FIX ha conducido a un mejor control de los episodios de
hemorragias con peligro para la vida. Muchos pacientes reciben terapia profilactica, que reduce el riesgo de
hemorragia y sus complicaciones asociadas. Sin embargo, una proporcién significativa de pacientes (10-30
%) desarrollan anticuerpos inhibitorios contra FVIIl y FIX administrados de manera exégena. La
administracién del FVlla, que es un producto de derivacién, puede inducir homeostasis y proporcionar un
tratamiento eficaz para los pacientes con Ac inhibitorios.

El FVila recombinante (NovoSeven®) estd disponible comercialmente y se aprobd en 1996 para el
tratamiento de episodios de hemorragia en los pacientes de hemofilia con inhibidores. Sin embargo, el rFVlla
se aclara rapidamente con un tiempo de vida media terminal de 2,5 horas. Como resultado, los pacientes
generalmente requieren infusiones multiples y frecuentes (2-3 dosis administradas en intervalos de 2-3 horas)
para lograr la homeostasis adecuada después de un sangrado ligero a moderado. En consecuencia, existe
mucho interés en el desarrollo de una forma de accién prolongada del FVlla que prolongaria la duracién de la
actividad hemostatica después de una dosis Unica y permitiria una dosificacién mucho menos frecuente. Un
FVlla de accién prolongada aumentaria, ademés, la factibilidad de una terapia profilactica a largo plazo.

Actualmente se desarrollan diversas tecnologias para prolongar el tiempo de vida media del FVlla. Sin
embargo, el reto es lograr una prolongacién del tiempo de vida media de esta proteina a la vez que se
conserve su actividad biolégica y asegurar que las modificaciones no induzcan una inmunogenicidad
significativa.

Compendio de la invencién

La presente invencion proporciona un factor de coagulaciéon modificado con el péptido del carboxilo terminal
de la gonadotropina coridnica (CTP), que consiste en un factor de coagulacién y tres CTP unidos al carboxilo
terminal del factor de coagulacién y en donde el factor de coagulacién modificado con CTP es: a. un
polipéptido del factor IX (FIX) modificado con CTP que consiste en la secuencia de aminoacidos de la sec.
con nim. de ident.: 31 o de los aminoacidos 47-545 de la sec. con nim. de ident.: 31; b. un polipéptido del
factor VII (FVIl) modificado con CTP que consiste en la secuencia de aminoécidos de la sec. con nim. de
ident.: 25 o de los aminoacidos 39-528 de la sec. con num. de ident.: 25; o ¢. un polipéptido de Factor VI
activado (FVlla) modificado con CTP que consiste en la secuencia de aminoacidos de los aminoacidos 39-
528 de 25; para su uso en el tratamiento de la hemofilia A en un sujeto humano.

En una realizacién, al menos una de las CTP unidas esté glicosilada.

En una realizacién, un CTP esta unido al factor de coagulacién a través de un enlazador.
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En una realizacién, el enlazador es un enlace peptidico.

En una realizacién, durante la activacion, el polipéptido FVII se escinde en R152 dando lugar a dominios de
cadena pesada y ligera que se mantienen unidos por un Unico puente disulfuro.

En una realizacion, los dominios de cadena pesada y ligera se separan y migran como bandas separadas de
pesos moleculares 55 kDa y 25 kDa.

En una realizacién, el factor de coagulacién modificado con CTP se administra al sujeto en forma de una
composicién farmacéutica que comprende un portador farmacéuticamente aceptable.

En una realizacion, la administracién es una vez a la semana.

En una realizacién, el factor de coagulacién modificado con CTP se administra por via subcutédnea o
intravenosa.

En una realizacién, el sujeto es un sujeto hemofilico o un sujeto que padece una deficiencia de vitamina K o
una enfermedad hepética.

En una realizacién, el sujeto es un nifio.

Otras caracteristicas y ventajas de la presente invencién seran evidentes a partir de la siguiente descripcién
detallada, ejemplos y figuras. Debe comprenderse, sin embargo, que la descripcién detallada y los ejemplos
especificos, aunque indican realizaciones preferidas de la invencién se proporcionan a manera de ilustracion
solamente, ya que diversos cambios y modificaciones dentro del alcance de la invencidn seran evidentes
para los expertos en la técnica a partir de esta descripcién detallada.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1A. Presenta un grafico de barras que muestra las células de cosechas limitadas, diluidas,
transfectadas y seleccionadas con variantes de FIX-CTP y FIX-CTP-CTP en presencia de vitamina K3 a 5
Ha/ml. El nivel de FIX se cuantificé mediante el uso del estuche de ELISA para el FIX humano (Affinity
Biologicals; Cat. num. FIX-AG RUQ), y la concentracién de proteinas calculada (ug/ml) es el promedio de dos
ejecuciones independientes. La Figura 1B muestra fotomicrografias de un gel de SDS-PAGE del
reconocimiento con Ac para FIX; la fotomicrografia A representa el reconocimiento de un anticuerpo anti-FIX
en una transferencia Western; la fotomicrografia B representa el reconocimiento de un anticuerpo anti-y
carboxilacién en una transferencia Western. El carril 1 en A-B se cargd con una muestra que contenia FIX
recombinante, el carril 2 en A-B se carg6 con una muestra que contenia cosechas de FIX-CTP. El carril 3 en
A-B se carg6 con una muestra que contenia una cosecha de FIX-(CTP)2.

Figura 2. Presenta un grafico que muestra la actividad cromogénica comparativa de cosechas de FIX-CTP y
FIX-(CTP)2 (medida mediante la concentracién ECso.) en comparacion con rhFIX (American Diagnostics).

Figura 3. Presenta un grafico que muestra el perfil PK de rhFIX, de la cosecha de FIX-CTP-CTP y de la
cosecha de FIX-CTP.

Figura 4. Presenta un grafico de barras que muestra el nivel del antigeno FIX en las cosechas de FIX-CTP y
las cosechas de FIX-CTP-CTP vy la proteina purificada FIX-CTP-CTP segun se determiné mediante el uso del
estuche de ELISA para el FIX humano (Affinity Biologicals; cat. nim. FIX-AG RUO). La concentraciéon de
proteinas calculada (ug/ml) es el promedio de dos ejecuciones independientes.

Figura 5. Muestra fotomicrografias de geles de SDS-PAGE del reconocimiento con Ac para FIX. La
fotomicrografia A representa una tincién con azul de Coomassie; la fotomicrografia B representa el
reconocimiento de un anticuerpo anti-FIX en una transferencia Western; la fotomicrografia C representa el
reconocimiento de un anticuerpo anti-y carboxilacién en una transferencia Western. El carril 1 en A-C se
cargé con una muestra que contenia FIX-(CTP)2. El carril 2 en A-C se cargd con una muestra que contenia
FIX-(CTP)2 no unido. El carril 3 en A-C se cargd con una muestra que contenia un a elucién concentrada de
FIX<(CTP)a.

Figura 6. Presenta un grafico que muestra la actividad cromogénica de FIX-(CTP)2 (concentracién de la
muestra/D.O.) en comparacién con el plasma mezclado normal humano y rhFIX (American Diagnostics).

Figura 7. Presenta un grafico que muestra el perfil PK de FIX-CTP-CTP purificado, rhFIX, cosecha de FIX-
CTP-CTP, y cosecha de FIX-CTP.

Figura 8. Muestra transferencias Western con anticuerpos anti-CTP y anti-gamma carboxilaciéon del FIX
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fusionado a tres, cuatro o cinco CTP. Las cosechas de FIX-CTPs, FIX-CTP4 y FIX-CTPs se cargaron en un
gel de Tris-glicina al 12 % mediante el uso del marcador de proteina de color dual Precisién plus (Bio-Rad).
El analisis por SDS-PAGE se realizé mediante inmunotransferencia Western con el uso del Ac policlonal anti-
CTP (Adar Biotech Production) o Ac anti-Gla (American Diagnostica).

Figura 9. Muestra una deteccién con azul de Coomassie de FIX-CTP3, FIX-CTP4, y FIX-CTPs. Después de un
proceso de purificaciéon con la utilizacién de una columna de jacalina (purificacién por inmunoafinidad de las
proteinas glicosiladas), FIX-CTPs, FIX-CTP4 y FIX-CTPs se cargaron en un gel de Tris-glicina al 12 %
mediante el uso del marcador de proteina de color dual Precisién Plus (Bio-Rad). El gel de SDS-PAGE se
tifd mediante el colorante azul de Coomassie para la deteccién de las muestras.

Figura 10. Muestra la actividad cromogénica del FIX. Una evaluacién comparativa de la potencia in vitro de
FIX-CTPs, FIX-CTP4 y FIX-CTPs completamente purificados (columna HA) frente al plasma mezclado normal
humano se realizé mediante el uso de un estuche de prueba de la actividad cromogénica, que esta disponible
comercialmente, BIOPHEN (Hyphen BioMed 221802). Todas las muestras se diluyeron en serie y la potencia
se evalubé mediante la comparacién de una curva de dosis-respuesta con una preparacién de referencia que
consistié en plasma normal humano.

Figura 11. Muestra el perfil farmacocinético (PK) comparativo de FIX-CTPs, FIX-CTP4 y FIX-CTPs. La
concentracién del FIX en las muestras de plasma se cuantificé mediante el uso de estuches de Elisa para FIX
humano (Affinity Biologicals). Se calculé el perfil farmacocinético y es la media de 3 animales en cada punto
de tiempo. Los tiempos de vida media terminal se calcularon mediante el uso del programa informatico PK
Solutions 2.0.

Figura 12. Muestra el analisis de FIX-CTPs por SDS-PAGE - Coomassie SDS-PAGE. La proteina enriquecida
y-carboxilada FIX-CTPs, rhFIX y rFIXa (FIX activado) se cargaron en un gel de Tris-glicina al 12 % mediante
el uso del marcador de proteina de color dual Precision Plus (Bio-Rad). El analisis del SDS-PAGE y
Coomassie se realizd mediante la tincién del gel con el reactivo azul de Commasie (800 ng de proteina)
(figura 12A). Se realiz6 una inmunotransferencia Western mediante el uso de 100 ng de proteina con Ac
policlonal anti-FIX humano (figura 12B), anticuerpo monoclonal anti-gamma carboxilacién humana (American
Diagnostics Cat #499, 3570) (figura 12C), Ac policlonal anti-propéptido de FIX (figura 12D), y Ac policlonal
anti-CTP (figura 12E).

Figura 13: Muestra la actividad cromogénica de FIX-CTPs. Una evaluacién comparativa de la potencia in vitro
de la cosecha de FIX-CTPs y de la proteina enriquecida y-carboxilada FIX-CTPs, frente al plasma mezclado
normal humano se realiz6 mediante el uso de un estuche de prueba de la actividad cromogénica, disponible
comercialmente, BIOPHEN (Hyphen BioMed 221802). La cosecha de FIX-CTPs y la proteina se diluyeron en
serie, y la potencia se evalubé mediante la comparacién de una curva de dosis-respuesta con una preparacion
de referencia que consistié en plasma normal humano.

Figura 14: Muestra el tiempo de coagulacién de manera comparativa. Se realizé un ensayo de aPTT (tiempo
de trombina parcial activada) in vitro que comparé la actividad de coagulacién del FIX-CTPs con BeneFIX.
Las proteinas se diluyeron en serie y se adicionaron al plasma agotado de FIX humano, y se evalué el tiempo
de coagulacion.

Figura 15. Muestra el perfil PK comparativo de FIX-CTPas. La concentracién del FIX se cuantificé mediante el
uso de estuches de ELISA para FIX humano (Affinity Biologicals; Cat. # FIX-AG RUO). El perfil
farmacocinético se calculé para cada proteina y es la media de 3 animales en cada punto de tiempo.

Figura 16. Muestra los parametros del perfil de actividad. En paralelo al muestreo de PK, los animales
deficientes del FIX administrados con BeneFIX® o FIX-CTPs, las muestras plasméticas citratadas, se
evaluaron en cuanto a su actividad de coagulacion mediante el ensayo de aPTT, que se tradujo a % de
actividad. El % de actividad en cada punto de muestreo se calcul6 como el tiempo de coagulacién
actual/tiempo de coagulacion del plasma mezclado de ratones normales * 100.

Figura 17. Muestra los parametros de un primer reto de sangrado. Los ratones deficientes de FIX se
administraron con una Unica inyeccién intravenosa de 100 Ul/Kg de BeneFIX® o rFIX-CTPs. La vena de la
cola se comprimi6 ligeramente 48 horas después de la dosificaciéon y se evaluaron el tiempo de sangrado por
la vena de la cola (TVBT) y la intensidad del sangrado (DO de hemoglobina). Un segundo reto de sangrado
se realizé 15 minutos después de alcanzar la homeostasis, y se midieron los mismos parametros.

Figura 18. Muestra los parametros de un segundo reto de sangrado. Una vez que el primer sangrado descrito
en la leyenda de la figura 19 se detuvo espontdnea o manualmente, un segundo reto de sangrado se realizé
15 minutos después del primero, y se volvieron a medir el tiempo y la intensidad del sangrado.

Figura 19. Muestra un diagrama que ilustra la construccién de rFVII-CTP (A), la construccién de rFVII-CTP-
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CTP (B), la construccion de rFIX-CTP (C), y la construccién de rFIX-CTP-CTP (D).

Figura 20A. Presenta un gréfico de barras que muestra cosechas de células limitadas diluidas transfectadas
con clones y seleccionadas con variantes de FVII-CTP en presencia de vitamina K3 a 5 pg/ml. El nivel de
FVII se cuantificé mediante el uso de ELISA para FVII (AssayPro).

Figura 20B. Presenta un grafico de barras que muestra cosechas de células limitadas, diluidas, transfectadas
y seleccionadas con variantes de FVII-CTP en presencia de 5 pg de vitamina K3. actividad. La actividad de
FVII se cuantificé mediante el uso de un ensayo de actividad cromogénica de FVII (AssayPro).

Figura 20C. Presenta un grafico de barras que muestra cosechas de células limitadas diluidas transfectadas
y seleccionadas con variantes de FVII-CTP en presencia de 5 ug de vitamina K3. La actividad especifica del
FVII se calculé para cada versién mediante la divisién del valor de la actividad por la concentracién de FVII
de la cosecha.

Figura 20D. Presenta un grafico que muestra el perfil PK de FVII, las cosechas de FVII-CTP-CTP y FVII-CTP.

Figura 21. Muestra transferencias Western del FVI| fusionado a tres, cuatro y cinco CTP, detectado mediante
el uso de anticuerpos anti-FVII, anti-CTP y anti-gamma carboxilacién. Las cosechas de FVII-CTPs, FVII-
CTP4, y FVII-CTPs se cargaron en un gel de Tris-glicina al 12 % (expedeon) mediante el uso del marcador de
proteina de color dual Precision plus (Bio-Rad). El analisis por SDS-PAGE se realizé mediante
inmunotransferencia Western con el uso de Ac anti-FVII, Ac policlonal anti-CTP (Adar Biotech Production) o
Ac anti-Gla (American Diagnostica).

Figura 22. Muestra la actividad de FVII - actividad cromogénica. Una evaluacién comparativa de la potencia
in vitro de FVII-CTPs, FVII-CTP4 y FVII-CTPs purificados en HA (fraccion altamente gamma carboxilada)
frente al plasma mezclado normal humano se realizé mediante el uso de un estuche de prueba de la
actividad cromogénica, disponible comercialmente, BIOPHEN (Hyphen BioMed 221304). Todas las muestras
se diluyeron en serie y la potencia se evalué mediante la comparacién de una curva de dosis-respuesta con
una preparacién de referencia que consistié en plasma normal humano.

Figura 23. Muestra un primer perfil farmacocinético (PK) comparativo-FVII 3, 4 y 5 CTP. FVII-CTPs, FVII-
CTP4 y FVII-CTPs (grupos A, B y C, respectivamente) se administraron en una Unica inyeccién intravenosa a
las ratas Sprague Dawley (seis ratas por tratamiento) en una dosis de 250 pg/kg de peso corporal. Las
muestras de sangre se extrajeron de manera retroorbital de 3 ratas alternativamente a las 0,083, 0,5, 2, 5, 8,
24, 48, 72 y 96 horas después de la dosificaciéon. El plasma citratado (0,38 %) se prepar6 inmediatamente
después del muestreo y se almacené a -20 °C hasta su analisis. FVII-CTPs demostré un perfil superior en
comparacién con las otras dos versiones.

Figura 24. Muestra un segundo perfil PK comparativo-FVII 3, 4 y 5 CTP. FVII-CTPs, FVII-CTP4 y FVII-CTPs
después de la seleccion del FVII y el proceso de purificacién en HA (grupos A, B y C, respectivamente) se
administraron en una Unica inyeccién intravenosa a las ratas Sprague Dawley (tres ratas por sustancia) en
una dosis de 29,45 ug/kg de peso corporal. Las muestras de sangre se extrajeron de manera retroorbital a
las 0,083, 0,5, 2, 8, 24, 48 y 72 horas después de la dosificacién. El plasma citratado (0,38 %) se preparé
inmediatamente después del muestreo y se almacené a -20 °C hasta su analisis.

Figura 25. Muestra un diagrama esquematico del proceso de purificaciéon de FVII-CTPs. El lote 31 se produjo
para el estudio de PK/PD. El lote 38 se produjo para el estudio de supervivencia.

Figura 26. Muestra un SDS -PAGE y transferencia Western de FVII Final y FVlla. Se cargaron 10 ug (lote 31)
0 5 g (lote 38) en cada carril de SDS-PAGE tefiido con Coomassie. Se cargd 1 ug de proteina en cada carril
de la transferencia Western. 1. Polipéptido FVII-CTPs; 2. Cadena pesada, que incluye 3x CTP; 3. Cadena
ligera. Los tres anticuerpos detectaron FVII. La cadena pesada de FVlla se detecté mediante a-CTP, y la
cadena ligera se detecta tanto con a-FVIl como con a-Gla.

Figura 27. Muestra que la actividad cromogénica de FVII-CTPs aumenta como resultado de la purificaciéon en
una columna de hidroxiapatita (HA) ceramica. Una evaluacién comparativa de la potencia in vitro de la
cosecha de FVII-CTPs, de las fracciones durante el proceso, y del FVII-CTPs purificado frente al plasma
mezclado normal humano se realizé mediante el uso de un estuche de prueba de la actividad cromogénica,
disponible comercialmente, BIOPHEN (Hyphen BioMed 221304). La cosecha de FVII-CTPs y la proteina se
diluyeron en serie y la potencia se evalué mediante la comparacidén de una curva de dosis-respuesta con una
preparacién de referencia de plasma normal humano.

Figura 28. Muestra el perfil PK de FVIla-CTPs frente a NovoSeven® en ratones deficientes de FVIII. FVlla-

CTPs se produjo después de la seleccidn de FVII, el proceso de purificacién en HA y la activacidén. FVlla-
CTPs 0 NovoSeven® se administré en una Unica inyeccion intravenosa a los ratones hemofilicos FVIII-/-. Las
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muestras de sangre se extrajeron de manera retroorbital a las 0,083, 0,5, 2, 8, 24, 48 y 72 horas después de
la dosificacion. El plasma citratado (0,38 %) se prepard inmediatamente después del muestreo y se almacend
a -20 °C hasta su anélisis, y se establecié un perfil PK basado en la actividad de coagulacién del FVlla
mediante el uso de un estuche comercial STACLOT.

Figura 29. Muestra que se produjo FVIla-CTP3 después de la seleccién de FVII, el proceso de purificaciéon en
HA y la activacién. FVIla-CTP3 o NovoSeven® se administré en una Unica inyeccién intravenosa a los
ratones hemofilicos FVIII-/-. Las muestras de sangre se extrajeron de manera retroorbital a las 0,083, 0,5, 2,
8, 24, 48 y 72 horas después de la dosificacién. El plasma citratado (0,38 %) se preparé inmediatamente
después del muestreo y se almacené a -20 °C hasta su andlisis. Los pardmetros de generacién de trombina
se evaluaron durante el experimento de PK, y se evaluaron parametros como la cantidad méxima hasta el
pico, la cantidad de trombina hasta un punto de tiempo y la velocidad de generacién de trombina.

Figura 30. Muestra las curvas de supervivencia de los ratones hemofilicos después del corte de la vena de la
cola (TVT). EI TVT se realizé (A) a los 15 min, (B) 24 horas o (C) 48 horas después de la administracién. La
supervivencia de los ratones se observé durante 24 horas después del TVT y se registré en cada hora
durante las primeras 12 horas, y después de 24 horas. La Figura 33D resume la supervivencia de los ratones
segln se registrd 24 horas después del TVT. Los datos del grupo control (vehiculo) es la suma de los 3
experimentos con 5 ratones/experimento.

Figura 31. Muestra las inmunotransferencias de FVIl - 3- CTP y FVII- 5 CTP. A) con transferencia para GLA.
B) con transferencia para FVlla. C) con transferencia para CTP.

Figura 32. Muestra un perfil PK comparativo-FVII 3 y 5 CTP- a partir de la purificacién en columna Select y
HA (FVIIS frente a FVII HA).

Figura 33. Muestra un perfil PK comparativo-FVII 3 y 5 CTP-El segundo estudio (IV frente a SC).
Figura 34. Muestra las curvas de supervivencia de los ratones hemofilicos después del corte de la vena de la
cola (TVT). EI TVT se realiz6 12 horas después de la administracion SC. La supervivencia de los ratones se

observé durante 24 horas después del TVT y se registr6 en cada hora durante las primeras 12 horas, y
después de 24 horas.

Figura 35. Muestra el perfil PK de MOD-5014 frente a NovoSeven® después de la administracidén |V o SC. A)
muestra la administracién 1V; B) muestra la administracién SC.

Figura 36. Muestra el perfil PK de MOD-5014 (Clon 61 #75, #81) frente a NovoSeven® después de una sola
administracién SC.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se refiere a los usos médicos de los factores de coagulacién de accién prolongada.
Los factores de coagulaciéon de accién prolongada comprenden tres péptidos del carboxilo terminal (CTP,
referidos ademas como unidades CTP) de la gonadotropina coriénica humana (hCG). Se describe que el
CTP actlia como un protector contra la degradacidn del factor de coagulacién, aumenta la Cmax de un factor
de coagulacién, aumenta el Tmax de un factor de coagulacién, aumenta el tiempo de vida media en circulacién
de un factor de coagulacion, y/o mejora la potencia de los factores de coagulacién.

La invencién ademas proporciona un factor de coagulacién modificado por un péptido carboxilo terminal
(CTP) de la gonadotropina coridnica que consiste en un factor de coagulacién, y tres CTP unidos al carboxilo
terminal de dicho factor de coagulacién, en el que dicho factor de coagulacién modificado con CTP es: a. un
polipéptido del Factor IX (FIX) modificado con CTP que consiste en la secuencia de aminoécidos de la SEQ
ID NO: 31 o de los aminogcidos 47-545 de la SEQ ID NO: 31, b. un polipéptido del Factor VII (FVII)
modificado con CTP que consiste en la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 25 o de los aminoé&cidos
39-528 de la SEQ ID NO: 25; o un polipéptido de Factor VIl activado (FVlla) modificado con CTP que
consiste en la secuencia de aminoacidos de los aminoacidos 39-528 de SEQ ID NO: 25; para su uso en el
tratamiento de la hemofilia A en un sujeto humano.

El factor de coagulacién VIl (FVII) es una glicoproteina de 444 aminoacidos (50 KDa) secretada por los
hepatocitos al torrente sanguineo como una proenzima inactiva. Tras un dafio tisular y exposicién a la sangre
circulante, el FVIl forma un complejo con el factor tisular (TF) que es una verdadera proteina receptora del
FVIl y se expresa por diversas células localizadas en las capas més profundas de la pared del vaso. La
formacién de este complejo FVII-TF conduce a la activacion del FVII. El FVII activado (FVIla) inicia la via de
coagulacién extrinseca mediante la activacidén del Factor IX y el Factor X.

FVII pertenece a un grupo de glicoproteinas dependientes de la vitamina K, asociadas con el sistema de
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coagulacién. Ademés del FVII, este grupo consiste en el Factor IX, el Factor X, la Proteina C y la
protrombina. Estas proteinas tienen similares organizaciones de los dominios y se sintetizan como
precursores con un propéptido N-terminal seguido por una secuencia de aminoacidos madura. El propéptido
contiene un sitio de entrada para la gammacarboxilasa que convierte acidos glutamicos (Glu) en acidos
gamma carboxi glutdmicos (Gla). Este dominio es seguido por dos dominios similares al factor de crecimiento
epidérmico (EGF), una regién de conexién (CR) y un dominio C-terminal de serina proteasa. Antes de la
secrecibn, el propéptido del FVII se escinde para formar una glicoproteina del FVII, zimbégeno monocatenario
de 406 aminoacidos. Después de la secrecidn, la proteina puede activarse como un heterodimero de dos
cadenas unidas por enlaces disulfuro, FVlla, mediante escisién en la CR. La concentracién plasmatica del
FVIl es 10 nM y aproximadamente el 1 % circula en la forma activa en los individuos saludables.

El factor IX (FIX) es una glicoproteina de 415 aminoacidos (55 KDa); pertenece a un grupo de glicoproteinas
dependientes de la vitamina K, asociadas con el sistema de coagulacién. El FIX tiene una organizacién de los
dominios similar al factor FVII, el Factor X, la Proteina C y la protrombina que se sintetizan como precursores
con un propéptido N-terminal seguido por una secuencia de aminoacidos madura.

El FIX se secreta como una molécula monocatenaria que experimenta complejas modificaciones
postranscripcionales, muchas de las cuales son criticas para sus propiedades bioquimicas y
farmacocinéticas. Entre todas las modificaciones postranscripcionales, 12 residuos de acido glutdmico cerca
del amino terminal del FIX que se gamma carboxilan mediante la gamma carboxilasa dependiente de la
vitamina K son las més cruciales. La carboxilacién es necesaria para la interaccién del FIX con las superficies
fosfolipidicas y para una actividad éptima del FIX. El propéptido amino terminal sirve como un sitio de
reconocimiento para la gamma carboxilasa y, por lo tanto, después de la gamma carboxilacién, se escinde
por la serina proteasa del aparato de Golgi conocida como enzima de escisién de aminoacidos basicos
apareados (PACE/Furina). Otras cuatro modificaciones postranscripcionales podrian ocurrir en el aparato de
Golgi: sulfacién de la tirosina 155, fosforilacién de la serina 158, O-glicosilacién en Ser 63 y en 61 y
finalmente, N-glicosilacién en Asn 157 y 16, pero se demostré6 que no son necesarias para la actividad
adecuada del FIX.

El FIX circula en el plasma (concentracién promedio de 5 pg/ml) como un zimégeno inactivo monocatenario.
Tras la escisién proteolitica en dos enlaces peptidicos: Arg 145 y Arg 180 mediante uno o dos activadores
fisiolégicos, el complejo FVIla-TF o FlIXa, el péptido de activacién se elimina, lo que convierte al FIX en una
enzima completamente activa que consiste en una cadena ligera y pesada que se mantienen unidas
mediante un Unico enlace disulfuro. La cadena ligera N-terminal contiene el acido gamma carboxiglutamico
no catalitico (Gla) y dos dominios similares al factor de crecimiento epidérmico, mientras que la cadena
pesada C-terminal contiene el dominio catalitico de la molécula, similar a la tripsina. El FIXa solo se
caracteriza por poca actividad catalitica. Sin embargo, cuando esta en forma de complejos con FVIII, su
actividad proteolitica aumenta en 4-5 érdenes de magnitud hacia su sustrato natural FX.

En consecuencia, se describen en la presente un método para prolongar el tiempo de vida media biolégica o
mejorar el area bajo la curva (AUC) de un factor de coagulacién, que comprende la etapa de unir tres CTP al
carboxilo terminal del factor de coagulacion, para prolongar asi el tiempo de vida media biolégica o mejorar el
AUC del factor de coagulacién. Se describe en la presente un método para prolongar el tiempo de vida media
biolégica 0 un método para mejorar el area bajo la curva (AUC) del FVII o FVlla, que comprende la etapa de
unir tres CTP al carboxilo terminal del FVII o FVlla, para prolongar asi el tiempo de vida media biolégica o
mejorar el AUC del FVII o FVlla.

La presente solicitud también describe un método para prolongar el tiempo de vida media biolégica de un
polipéptido del factor IX (FIX), que comprende la etapa de unir tres péptidos del carboxilo terminal de la
gonadotropina coridnica (CTP) al carboxilo terminal de dicho polipéptido del FIX, para prolongar asi el tiempo
de vida media biolégica de dicho polipéptido del FIX.

La solicitud también describe un método para mejorar el area bajo la curva (AUC) de un polipéptido del factor
IX (FIX), que comprende la etapa de unir tres péptidos del carboxilo terminal de la gonadotropina coridnica
(CTP) al carboxilo terminal de dicho polipéptido del FIX, para mejorar asi el AUC de dicho polipéptido del FIX.
La presente solicitud también describe un método para mejorar el area bajo la curva (AUC) de un polipéptido
del factor Vila (FVlla), que comprende la etapa de unir tres péptidos del carboxilo terminal de la
gonadotropina coridénica (CTP) al carboxilo terminal de dicho polipéptido de FVlla, para mejorar asi el AUC de
dicho polipéptido de FVlla.

En una realizacién, el factor de coagulacién es el Factor Vlla (FVlla). En otra realizacion, el factor de
coagulacién es el Factor VII (FVII). En otra realizacién, el factor de coagulacién es el Factor IX (FIX).

En una realizacién, el factor de coagulacidén es una glicoproteina.

En otra realizacién de la invencion, el factor de coagulacién es una proteina recombinante. En otra
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realizacién, el factor de coagulaciéon es una glicoproteina recombinante. En otra realizacién, el factor de
coagulacién comprende un péptido sefial.

En una realizacién, la presente invencién proporciona un polipéptido del factor IX (FIX) modificado con CTP
que consiste en un polipéptido del FIX y tres péptidos del carboxilo terminal (CTP) de la gonadotropina,
unidos al carboxilo terminal de dicho polipéptido del FIX modificado con CTP.

En otra realizacién, el factor de coagulacién se sintetiza como un precursor con un propéptido N-terminal. En
otra realizacidn, el factor de coagulacién como se usa en la presente estd en una forma proenzimatica
inactiva. En otra realizacion, el factor de coagulacién se produce en hepatocitos. En otra realizacién, el factor
de coagulacién comprende un sitio de entrada para la gammacarboxilasa que convierte acidos glutamicos
(Glu) en &cidos gamma carboxi glutdmicos (Gla). En otra realizacién, el factor de coagulacién como se usa
en la presente es un factor de coagulacién disponible comercialmente.

Se describe que la secuencia de acido nucleico que codifica al Factor VII comprende la siguiente secuencia
de acido nucleico:
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Se describe que la secuencia de aminoécidos del Factor VIl comprende la siguiente secuencia de
aminoacidos:
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Se describe que la secuencia de aminoécidos del Factor VIl comprende la siguiente secuencia de
aminoacidos:
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do nucleico que codifica al Factor VII-CTP (unido al carboxilo terminal)
do nucleico:

Se describe que la secuencia de &ci
comprende la siguiente secuencia de &ci
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Se describe que la secuencia de aminoacidos del Factor VII-CTP (unido al carboxilo terminal) comprende la
dos:

siguiente secuencia de aminoaci
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Se describe que la secuencia de acido nucleico que codifica al Factor VII-CTP-CTP (unido al carboxilo
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Se describe que la secuencia de aminoécidos del Factor VII-CTP-CTP (unido al carboxilo terminal)
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comprende la siguiente secuencia de aminoacidos:
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Se describe que la secuencia de acido nucleico que codifica al Factor VII-CTP-CTP-CTP (unido al carboxilo

terminal) comprende la siguiente secuencia de acido nucleico:
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En otra realizacidn, la secuencia de aminoéacidos del Factor VII-CTP-CTP-CTP (unido al carboxilo terminal)

comprende la siguiente secuencia de aminoacidos:
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Se describe que la secuencia de aminoacidos del Factor VII-(CTP)4 (unido al carboxilo terminal) comprende
12

la siguiente secuencia de aminoé&cidos:
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Se describe que la secuencia de aminoacidos del Factor VII-(CTP)s (unido al carboxilo terminal) comprende
13

la siguiente secuencia de aminoé&cidos:

10



ES 3010346 T3

LEDMVSQALRLLCLLLGLOGCLAAVEVTOQEEAHGVLHRRRRANAFLEELRPGSLERE
SAREFKDAERTRLEWISY SDGDOQCASSPCONGGRCKDOQLOSY ICFCLP
THEDDQLICVNENGGCEQYCSDHTGTKRSCRCHEGY SLLADGVSCTPT

AFEGRNCE
VEYPCGKIPILEKRNASKPOUGRIVGGKVOPRGECPWOVLLLVYNGAQLOGGTLINTIW

VVSAAHCFDEKIKNWERNLIAVLGEHDRLSEHDGDEQSKR Y AQVIIPSTY VPG TIYNHIDIAL
LRLEQPYVLTDHVVPLCLPERTFSERTLAFVREFSLYSGWGQLLDRGATALEL MVLNY
PRIMEQDCLOQOSRRVGDSPNEYEYMBPCAGY SDGSKDACRGDIGGPHATHYRGTWY L

BWOGHDATVG SOYEWL
CGPESIVTRLIG CAPPRESLPSPERLPGE

Se describe que la secuencia de acido nucleico que codifica al Factor IX comprende la siguiente secuencia
de acido nucleico:
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Se describe que la secuencia de aminoacidos del Factor IX comprende la siguiente secuencia de
aminoacidos:
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Se describe que la secuencia de acido nucleico que codifica al Factor IX-CTP (unido al carboxilo terminal)
comprende la siguiente secuencia de 4cido nucleico:
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Se describe, ademas, que la secuencia de aminoacidos del Factor IX-CTP (unido al carboxilo terminal)
comprende la siguiente secuencia de aminoacidos:

15



10

ES 3010346 T3

TTICLLGYRLS KRYS
REVEENTERTYE CROY VDGR QUESNPULNGGSCRDDINGY
BOWOPPGPRGRNCELIVTONE ?é.?*&&.‘&(’.EQF{?KN SADNRWVIRCE x‘fRE\E\Q&\(E

SEALEELOEPLVL
LQYLEVPLVDRS
GHEWEGE
LRGPSTITPILPOSS {8E

NI
EERCEO Y VSO WORVFHECRS
GGRDSCOGRSG
KLTSSSSK APPRSLESP

Se describe que la secuencia de acido nucleico que codifica al Factor IX-CTP-CTP (unido al carboxilo
terminal) comprende la siguiente secuencia de acido nucleico:
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Se describe que la secuencia de aminoacidos del Factor IX-CTP-CTP (unido al carboxilo terminal)
comprende la siguiente secuencia de aminoacidos:
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Se describe que la secuencia de acido nucleico que codifica al Factor IX-(CTP)s (unido al carboxilo terminal)
comprende la siguiente secuencia de 4cido nucleico:
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En otra realizacién, la secuencia de aminoacidos del Factor IX-(CTP)s (unido al carboxilo terminal)
comprende la siguiente secuencia de aminoacidos:
10
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unido al carboxilo terminal)

(
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(CTP

acido nucleico que codifica al Factor IX
comprende la siguiente secuencia de 4cido nucleico:

Se describe que la secuencia de
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Se describe que la secuencia de aminoacidos del Factor IX-(CTP)4 (unido al carboxilo terminal) comprende la

siguiente secuencia de aminoacidos:

10
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Se describe que la secuencia de acido nucleico que codifica al Factor IX-(CTP)s (unido al carboxilo terminal)
comprende la siguiente secuencia de 4cido nucleico:
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Se describe que la secuencia de aminoacidos del Factor IX-(CTP)s (unido al carboxilo terminal) comprende la
siguiente secuencia de aminoacidos:
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En otra realizacién, puede afiadirse furina a una célula que expresa el factor de coagulacién-CTP de la
invencién. Se describe que la furina aumenta la eficiencia de la produccién de un factor de coagulacién-CTP
de la invencién en una célula. En otra realizacién, la furina se cotransfecta con el vector que comprende la
secuencia codificante del factor de coagulacién-CTP de la invencién. En otra realizacién, la furina esta
codificada por un vector separado. En otra realizacidén, la furina y un factor de coagulacién-CTP estén
codificados por un vector. En otra realizacién, la secuencia codificante de furina se inserta en pCI-DHFR. En
otra realizacién, la secuencia codificante de furina se modifica genéticamente en pCl-dhfr/smal+Notl,

Furina/Asis| F.1.+Notl.

Se describe que la secuencia de 4cido nucleico que codifica la furina comprende la siguiente secuencia de

acido nucleico:
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acidos de furina comprende la siguiente secuencia de aminoaci

Se describe que la secuencia de amino
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Debe entenderse que las composiciones para su uso segln la presente invencién que comprenden los
elementos o etapas como se describen en la presente pueden consistir en esos elementos o etapas, 0 en
otra realizacién, consisten en esos elementos o etapas. En algunas realizaciones, el término “comprender” se
refiere a la inclusién del agente activo indicado, tal como el factor de coagulacién modificado con CTP, asi
como a la inclusion de otros agentes activos, y portadores, excipientes, emolientes, estabilizadores
farmacéuticamente aceptables, etcétera, como se conocen en la industria farmacéutica. En algunas
realizaciones, el término “que consiste esencialmente en” se refiere a una composicién, cuyo Unico
ingrediente activo es el ingrediente activo indicado, sin embargo, pueden incluirse otros compuestos que son
para estabilizar, preservar, etcétera, la formulacién, pero no estan implicados directamente en el efecto
terapéutico del ingrediente activo indicado. En algunas realizaciones, el término “que consiste esencialmente
en” puede referirse a componentes que facilitan la liberacién del ingrediente activo. En algunas realizaciones,
el término “que consiste” se refiere a una composicién, que contiene el ingrediente activo y un vehiculo o
excipiente farmacéuticamente aceptables.

En una realizacion, la presente invencién utiliza un factor de coagulacién recombinante como se describié
anteriormente. En una realizacién, la presente invencidén utiliza un factor de coagulacién modificado
genéticamente como se describié anteriormente. En una realizacién, el factor de coagulacién modificado
genéticamente como se describié anteriormente se refiere como un factor de coagulacién modificado con
CTP.

En una realizacién, los CTP que se unen al carboxilo terminal del factor de coagulacién se unen en tandem al
carboxilo terminal.

En una realizacién, un factor de coagulacién modificado genéticamente como se describe en la presente
tiene una actividad biolégica equivalente o mejorada en comparacién con el factor de coagulacién sin
modificacién con CTP. En otra realizacién, un factor de coagulacién modificado genéticamente como se
describe en la presente tiene medidas farmacolégicas equivalentes o0 mejoradas en comparacién con el factor
de coagulacién sin modificacién con CTP. En otra realizacién, un factor de coagulacién modificado
genéticamente como se describe en la presente tiene una farmacocinética equivalente o mejorada en
comparacién con el factor de coagulacién sin modificacién con CTP. En otra realizaciéon, un factor de
coagulacién modificado genéticamente como se describe en la presente tiene una farmacodindmica
equivalente o mejorada en comparacién con el factor de coagulacién sin modificacién con CTP.

El factor de coagulaciéon de la presente invenciéon puede ser Util para prevenir o tratar un trastorno de la
coagulacién.

En una realizacién, el sujeto a tratar es un sujeto hemofilico. En una realizacién, la hemofilia es la hemofilia
B. En una realizacién, la hemofilia es hemofilia grave, que, en una realizacién, describe la hemofilia en la cual
los niveles del factor de coagulacidén son 0-1 %. En otra realizacién, la hemofilia es hemofilia moderada, que,
en una realizacién, describe la hemofilia en la cual los niveles del factor de coagulacién son 1-5 %. En otra
realizacién, la hemofilia es hemofilia ligera, que, en una realizacién, describe la hemofilia en la cual los
niveles del factor de coagulacién son 5-50 %.
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Los factores de coagulacién de la presente invencién pueden ser Utiles para prevenir o tratar un trastorno de
la coagulacién en un sujeto.

En otras realizaciones, el factor de coagulacién modificado genéticamente puede reducir la cantidad de
infusiones necesarias para un paciente, reducir las dosis necesarias para un paciente, o una combinacién de
estas.

En una realizacidn, el factor de coagulacién |X que comprende 3 CTP en tdndem en su carboxilo terminal
muestra un mejor perfil PK a la vez que mantiene su actividad de coagulacién frente a la cosecha de FIX-
CTP-CTP, la cosecha de FIX-CTP o rhFIX. En una realizacion, el tiempo de vida media de eliminacién de
rFIX-CTP3 es de 2,5 a 4 veces mayor que para rFIX en ratas y en ratones deficientes de FIX. En la presente
se describe que la administraciéon de rFIX-CTP3 prolongd significativamente el efecto de procoagulaciéon en
ratones deficientes de FIX durante al menos 76 horas después de la dosificaciéon. En la presente se describe
ademas que la administracion de rFIX-CTP3 produjo un mayor pico de actividad que rFIX en ratones
deficientes de FIX. En la presente se describe, ademés, que el factor de coagulacién IX que comprende 2
CTP en tandem en su carboxilo terminal muestra un mejor perfil PK a la vez que mantiene su actividad de
coagulacién frente a la cosecha de FIX-CTP o rhFIX y que el factor de coagulacién IX que comprende 2 CTP
en tAndem en su carboxilo terminal muestra un aumento de 3 veces en el tiempo de vida media y un AUC 4,5
veces mayor en comparacién con rhFIX.

En otra realizacion de la invencion, la administracién subcutanea (SC) da como resultado una mayor
biodisponibilidad del FVII modificado con CTP en comparacién con el FVIlI recombinante. Se describe que el
tiempo de vida media es més prolongado y la biodisponibilidad (AUC SC/AUC V) es mayor después de la
administracion SC de FVIIa-CTP3 y 5 en comparacion con la administracion SC de NovoSeven®. Se
describe que MOD-5014 y MOD-5019 inyectados por via subcutdnea muestran una mejor supervivencia de
los ratones en comparacién con el FVIl recombinante (NovoSeven®) (véase el Ejemplo 8 mas adelante).

En oftra realizacion, los términos “péptido CTP”, “péptido del carboxilo terminal” y “secuencia de CTP” se usan
indistintamente en la presente. En otra realizacién, el péptido del carboxilo terminal es un CTP de longitud
completa.

En otra realizacién, un péptido sefial se une al amino terminal del CTP, como se describe en el documento
US 7,553,940.

En otras realizaciones, el término factor de coagulacién modificado genéticamente se refiere a la secuencia
de aminoacidos de un factor de coagulacién maduro. En otras realizaciones, el término factor de coagulacién
modificado genéticamente se refiere a la secuencia de aminoacidos del factor de coagulacién que incluye su
secuencia sefial o péptido sefial.

En otra realizacién, “secuencia sefial” y “péptido sefial” se usan indistintamente en la presente. En otra
realizacién, “secuencia” cuando hace referencia a una molécula polinucleotidica puede referirse a una parte
codificante. Cada posibilidad representa una realizacion distinta de la presente invencién.

Se describe en la presente que un factor de coagulacién modificado genéticamente que comprende al menos
un CTP como se describe en la presente tiene una mayor actividad biolégica in vivo en comparacién con el
mismo factor de coagulacién sin al menos un CTP. En una realizacién, la actividad biolégica mejorada se
deriva del tiempo de vida media més prolongado del factor de coagulacién modificado genéticamente a la vez
que mantiene al menos alguna actividad biolégica. En otra realizacién, la actividad biolégica mejorada se
deriva de la actividad biolégica mejorada que resulta de la modificacion con CTP. En otra realizacién, la
actividad biol6gica mejorada se deriva tanto de un tiempo de vida media més prolongado como de una mejor
funcionalidad del factor de coagulacién modificado con CTP.

Como se describe en la presente, al menos una secuencia CTP en el extremo carboxilo terminal del factor de
coagulacién proporciona mayor proteccién contra la degradaciéon de un factor de coagulacién, proporciona
mayor protecciéon contra el aclaramiento, proporciona un tiempo de aclaramiento prolongado, aumenta su
Cméx, aumenta su Tmax, y/o prolonga su T'%.

En oftra realizacién, un factor de coagulacién conjugado de esta invencién se usa de la misma manera que un
factor de coagulacién conjugado no modificado. En otra realizacién, un factor de coagulacién conjugado de
esta invencion tiene un mayor tiempo de vida media en circulacién y tiempo de residencia en el plasma,
menor aclaramiento, y una actividad clinica in vivo aumentada. En otra realizacién, debido a las propiedades
mejoradas del factor de coagulacién conjugado como se describe en la presente, este conjugado se
administra menos frecuentemente que la forma no modificada del mismo factor de coagulacién.

En otra realizacién, una disminucién en la frecuencia de administracién dara como resultado una mejor
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estrategia de tratamiento, que, en una realizacién, conducira a una mayor satisfacciéon del paciente lo que
conduce a mejores resultados del tratamiento, asi como una mejor calidad de vida del paciente. En otra
realizacién, en comparacién con los conjugados convencionales de factores de coagulaciéon, se ha
encontrado que los conjugados que tienen el peso molecular y la estructura de enlazador de los conjugados
de esta invencién tienen una mejor potencia, mejor estabilidad, elevados niveles de AUC, y mayor tiempo de
vida media en circulacion.

En una realizacién, el factor de coagulacién modificado con CTP para su uso de acuerdo a la invencién esta
en la forma de una composicidén farmacéutica que comprende un portados farmacéuticamente aceptable. En
otra realizacién, la composicién farmacéutica comprende una cantidad con eficacia terapéutica del factor de
coagulacién conjugado. En una realizacion, una cantidad con eficacia terapéutica de un factor de coagulacién
conjugado se determina segun factores como la afeccidén especifica que se trata, la afeccién del paciente que
se trata, asi como los otros ingredientes en la composicién.

En otra realizacién, un factor de coagulacién conjugado es Util en la terapia profilactica de la Hemofilia,
reduciendo asi el riesgo de hemorragias y complicaciones asociadas. En otra realizacién, un factor de
coagulacién conjugado es Util en el tratamiento de sujetos con hemofilia, reduciendo el riesgo de desarrollar
anticuerpos inhibidores de factores de coagulacién administrados exdégenamente. En otra realizacién, un
factor de coagulacidén conjugado es util en el tratamiento de sujetos afectados de hemofilia, induciendo asi la
homeostasis.

En una realizacién, un factor de coagulacién modificado con CTP de la presente invencién tiene usos
terapéuticos. En otra realizacidn, un factor de coagulacion modificado con CTP de la presente invencidn tiene
usos profilacticos.

En otra realizacién, un factor de coagulacién conjugado como se describe en la presente es util en el
tratamiento de sujetos que padecen de hemorragia excesiva o hematomas o que tienen un prolongado
tiempo de protrombina (PT) o tiempo de tromboplastina parcial (PTT). En otra realizacién, un factor de
coagulacién conjugado para su uso de acuerdo a la invencién es Util en el tratamiento de sujetos que tienen
una afeccién adquirida que provoca hemorragias, como la deficiencia de vitamina K o enfermedad hepética.
En otra realizacién, un factor de coagulacién conjugado como se describe en la presente es util en el
tratamiento de sujetos que tienen deficiencias en factores de coagulacién que se adquieren (debido a otras
enfermedades) o se heredan, ligeras o graves, permanentes o temporales. En otra realizacion, un factor de
coagulacién conjugado es Util en el tratamiento de sujetos que tienen deficiencias adquiridas debido a
enfermedades crdnicas, como una enfermedad hepética o cancer; a una afeccién aguda como la coagulacién
intravascular diseminada (DIC), que utiliza factores de coagulacién a una velocidad rapida; o a una
deficiencia de la vitamina K o un tratamiento con un antagonista de la vitamina K como la warfarina (la
produccién de los factores I, VII, IX y X requiere de vitamina K). En otra realizacién, un factor de coagulacién
conjugado como se describe en la presente es Util en el tratamiento de sujetos que padecen de una
enfermedad que provoca desequilibrios en la coagulacidn tales como: una enfermedad hepatica, uremia, un
cancer, un trastorno de la médula ésea, una exposicién al veneno de serpiente, una deficiencia de vitamina
K, una terapia anticoagulante, una ingestién accidental del anticoagulante warfarina, multiples transfusiones
de sangre (las unidades almacenadas de sangre pierden algunos de sus factores de coagulacién), o una
combinacion de estos.

En otra realizacién, las composiciones de la presente invencién son Utiles en el tratamiento de episodios
hemorragicos en pacientes con hemofilia A con inhibidores del FVIIl o FIX y en pacientes con hemofilia
adquirida; prevencidén de hemorragias en intervenciones quirirgicas o procedimientos invasivos en pacientes
con hemofilia A con inhibidores del FVIIl o FIX y en pacientes con hemofilia adquirida; tratamiento de
episodios hemorragicos en pacientes con deficiencia congénita de FVII y prevencién de hemorragias en
intervenciones quirdrgicas o procedimientos invasivos en pacientes con deficiencia congénita de FVII. En otra
realizacién, las composiciones de la presente invencién son utiles en el tratamiento o prevencién de
hemorragias musculares. En otra realizacién, las composiciones de la presente invencién son Utiles en el
tratamiento o prevencién de hemorragias articulares. En otra realizacién, las composiciones de la presente
invencién son Utiles para proporcionar tratamiento terapéutico o profilactico de epistaxis y hemorragias de las
encias, hemorragias de las mucosas, hemorragias en el sistema nervioso central. En otra realizacién, las
composiciones de la presente invencién son Utiles para proporcionar tratamiento terapéutico o profilactico de
hemorragias gastrointestinales o cerebrales. En otra realizacién, las composiciones de la presente invencién
son Utiles para proporcionar tratamiento terapéutico o profilactico de hemorragias leves de baja frecuencia.
En otra realizacién, las composiciones de la presente invenciéon son Utiles para proporcionar tratamiento
terapéutico o profilactico de hemorragias moderadas de baja frecuencia. En otra realizacién, las
composiciones de la presente invencién son Utiles para proporcionar tratamiento terapéutico o profilactico de
hemorragias leves de alta frecuencia. En otra realizacidn, las composiciones de la presente invencién son
Utiles para proporcionar tratamiento terapéutico o profilactico de hemorragias moderadas de alta frecuencia.

n una realizacion, las composiciones de la presente invencién proporcionan tratamiento terapéutico o
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profilactico de la hemofilia asintomatica. En otra realizacién, las composiciones de la presente invencién
proporcionan tratamiento terapéutico o profilactico de la hemofilia leve a moderada. En otra realizacién, las
composiciones de la presente invencién proporcionan tratamiento terapéutico o profilactico de la hemofilia
grave.

En una realizacidén, las composiciones para su uso de acuerdo a la presente invencién proporcionan
tratamiento terapéutico o profilactico de la hemorragia, que, en una realizacién, es una hemorragia
incontrolable y, en otra realizacién, hemorragia intracerebral. En otra realizacién, las composiciones para su
uso de acuerdo a la presente invencidn proporcionan tratamiento terapéutico o profilactico de coagulopatias
neonatales; enfermedad hepatica grave; procedimientos quirdrgicos de alto riesgo; pérdida de sangre por
trauma; trasplante de médula 6sea; trombocitopenias y trastornos de la funcién plaquetaria; reversidén urgente
de la anticoagulacién oral, deficiencias congénitas de los factores V, VII, X, y Xl; enfermedad de von
Willebrand, en una realizacién, enfermedad de von Willebrand con inhibidores del factor de von Willebrand.

En una realizacién, el sujeto es macho. En otra realizacién el sujeto es hembra. En una realizacién, el sujeto
es un nifio, en otra realizacién, un adolescente, en otra realizacién, un adulto o, en otra realizacién, un sujeto
anciano. En otra realizacién, el sujeto es un sujeto pediatrico, en otra realizacién, un sujeto geriatrico.

Un [(CTP)n>1-factor de coagulacién] como se describe en la presente puede comprender un factor de
coagulacién de longitud completa o un fragmento activo de este conectado por medio de un enlace peptidico
en su carboxilo terminal a al menos una unidad de CTP, sin CTP en su amino terminal. Un [(CTP)n>1-factor
de coagulacién] como se describe en la presente puede comprender, ademas, un factor de coagulacién o un
fragmento activo de este conectado por medio de un enlace peptidico a al menos una unidad de CTP que se
conecta a una unidad de CTP adicional por medio de un enlace peptidico sin CTP en su amino terminal. En
otra realizacidén, una molécula de acido nucleico codifica un factor de coagulacién modificado genéticamente
que comprende al menos un CTP unido a su extremo C-terminal y sin CTP en su amino terminal.

En ofra realizacién, el CTP se une al factor de coagulaciéon por medio de un enlazador. En otra realizacién, el
enlazador que conecta la secuencia CTP al factor de coagulacién es un enlace covalente. En otra realizacién,
el enlazador que conecta la secuencia CTP al factor de coagulacién es un enlace peptidico. En otra
realizacién, el enlazador que conecta la secuencia CTP al factor de coagulacién es un enlace peptidico
sustituido. En otra realizacién, la secuencia CTP comprende: DPRFQDSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPIL
(sec. con num. de ident: 1). En otra realizacién, la secuencia CTP comprende:
SSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQ (sec. con num. de ident.. 2). En otra realizacién, la secuencia CTP
comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de las secuencias expuestas en la sec. con nim. de
ident.: 1y la sec. con nim. de ident.: 2.

En otra realizacién, el péptido del carboxilo terminal (CTP) de la presente invencién comprende la secuencia
de aminoacidos a partir del aminoacido 112 a la posicién 145 de la gonadotropina coriénica humana, como
se expone en la sec. con nim. de ident.: 1. En otra realizacion, la secuencia CTP de la presente invencion
comprende la secuencia de aminoacidos a partir del aminoacido 118 a la posicién 145 de la gonadotropina
coriénica humana, como se expone en la sec. con num. de ident.: 2. En otra realizacidn, la secuencia CTP
ademas comienza a partir de cualquier posicion entre las posiciones 112-118 y termina en la posicién 145 de
la gonadotropina coridnica humana. En algunas realizaciones, la secuencia del péptido CTP es de 28, 29, 30,
31, 32, 33 0 34 aminoécidos de longitud y comienza en la posicién 112, 113, 114, 115, 116, 117 0 118 de la
secuencia de aminoacidos del CTP.

En otra realizacion, el péptido CTP es una variante del CTP de la gonadotropina coriénica que difiere del CTP
nativo por 1-5 sustituciones de aminoécidos conservadoras como se describe en la patente de EE.UU. nim.
5,712,122. En otra realizacién, el péptido CTP es una variante del CTP de la gonadotropina cori6énica que
difiere del CTP nativo por 1 sustitucion de aminoacidos conservadora. En otra realizacion, el péptido CTP es
una variante del CTP de la gonadotropina coriénica que difiere del CTP nativo por 2 sustituciones de
aminoécidos conservadoras. En otra realizacion, el péptido CTP es una variante del CTP de la gonadotropina
coribénica que difiere del CTP nativo por 3 sustituciones de aminoacidos conservadoras. En otra realizacién, el
péptido CTP es una variante del CTP de la gonadotropina coriénica que difiere del CTP nativo por 4
sustituciones de aminoacidos conservadoras. En otra realizacién, el péptido CTP es una variante del CTP de
la gonadotropina coriénica que difiere del CTP nativo por 5 sustituciones de aminoécidos conservadoras.

En otra realizacién, la secuencia de aminoécidos del péptido CTP de la presente invencién es al menos 70
%, o al menos 80 %, o al menos 90 %, o al menos 95 %, o al menos 98 % homobloga a la secuencia de
aminoécidos del CTP nativo o un péptido de este.

En otra realizacién, el polinucleétido que codifica al péptido CTP de la presente invencién es al menos 70 %,

o al menos 80 %, o al menos 90 %, o al menos 95 %, o al menos 98 % homélogo a la secuencia de ADN del
CTP nativo o un fragmento codificante del péptido de esta.
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En una realizacién, al menos una de las secuencias de aminoacidos del CTP de la gonadotropina coriénica
puede estar truncada. En otra realizacion, 2 de las secuencias de aminoéacidos del CTP de la gonadotropina
coribénica estan truncadas. En otra realizacién, las 3 secuencias de aminoéacidos del CTP de la gonadotropina
coribnica estan truncadas. En una realizacion, el CTP truncado comprende los primeros 10 aminoacidos de la
sec. con num. de ident.: 3. La sec. con num. de ident.: 3 comprende la siguiente secuencia de aminoacidos
(AA). SSSSKAPPPSLP.

En una realizacién, el CTP truncado comprende los primeros 10 aminoacidos de la sec. con nim. de ident.:
4. En una realizacién, la sec. con nim. de ident.: 4 comprende la siguiente secuencia de aminoacidos (AA):
SSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQ.

En una realizacién, el CTP truncado comprende los primeros 11 aminoacidos de la sec. con nim. de ident.:
4. En una realizacién, el CTP truncado comprende los primeros 12 aminoacidos de la sec. con nim. de
ident.: 4. En una realizacién, el CTP truncado comprende los primeros 8 aminoacidos de la sec. con nim. de
ident.: 4 o la sec. con num. de ident.: 3. En una realizacién, el CTP truncado comprende los primeros 13
aminoécidos de la sec. con nim. de ident.: 4. En una realizacién, el CTP truncado comprende los primeros
14 aminoéacidos de la sec. con nim. de ident: 4. En una realizacién, el CTP truncado comprende los
primeros 6 aminoacidos de la sec. con nim. de ident.: 4 o la sec. con nim. de ident.: 3. En una realizacién, el
CTP truncado comprende los primeros 5 aminoéacidos de la sec. con nim. de ident.: 4 o la sec. con nim. de
ident.. 3.

En una realizacién, al menos una de las secuencias de aminoacidos del CTP de la gonadotropina coriénica
esta glicosilada. En otra realizacién, 2 de las secuencias de aminoacidos del CTP de la gonadotropina
coribnica estédn glicosiladas. En otra realizacién, las 3 secuencias de aminoacidos del CTP de la
gonadotropina coridnica estan glicosiladas.

En una realizacién, la secuencia CTP de la presente invencién comprende al menos un sitio de glicosilacién.
En una realizacién, la secuencia CTP comprende 2 sitios de glicosilacién. En una realizacion, la secuencia
CTP comprende 3 sitios de glicosilacion. En una realizacién, la secuencia CTP comprende 4 sitios de
glicosilacion. En una realizacién, una o mas de las secuencias de aminoacidos del CTP de la gonadotropina
coridnica estdn completamente glicosiladas. En otra realizacién, una o més de las secuencias de
aminoécidos del CTP de la gonadotropina coridnica estan parcialmente glicosiladas. En una realizacion,
parcialmente glicosilado indica que uno de los sitios de glicosilacién del CTP estd glicosilado. En otra
realizacién, dos de los sitios de glicosilacién del CTP estan glicosilados. En otra realizacién, tres de los sitios
de glicosilacién del CTP estan glicosilados.

En algunas realizaciones, la modificacién de la secuencia del CTP es ventajosa porque permite el uso de
menores dosificaciones. En algunas realizaciones, la modificacién de las secuencias del CTP es ventajosa
porque permite menos dosificaciones. En algunas realizaciones, la modificaciéon de las secuencias del CTP
es ventajosa porque permite un efecto seguro, de accidén prolongada.

En algunas realizaciones, “polipéptido”, “factor de coagulacién modificado genéticamente” o “proteina” como
se usan en la presente, abarca polipéptidos nativos (productos de degradacion, polipéptidos sintetizados
sintéticamente o polipéptidos recombinantes) y peptidomiméticos (tipicamente, polipéptidos sintetizados
sintéticamente), asi como peptoides y semipeptoides que son anélogos de polipéptidos, que tienen, en
algunas realizaciones, modificaciones que hacen que los polipéptidos que comprenden un factor de
coagulacién sean incluso méas estables mientras estdn en un cuerpo 0 mas capaces de penetrar a las
células.

Como se usa en la presente, los términos “aminoacido” o “secuencia de aminoacidos” se entiende que
incluyen los 20 aminoacidos de origen natural; los aminoacidos frecuentemente modificados
postraduccionalmente in vivo, que incluyen, por ejemplo, hidroxiprolina, fosfoserina y fosfotreonina; y otros
aminoécidos inusuales que incluyen, , &cido 2-aminoadipico, hidroxilisina, isodesmosina, nor-valina, nor-
leucina y ornitina. En una realizacién, “aminoacido” incluye D- y L-aminoacidos.

En algunas realizaciones, los polipéptidos de la presente invencion se utilizan en agentes terapéuticos que
requieren que los polipéptidos que comprenden un factor de coagulaciéon estén en una forma soluble. En
algunas realizaciones, los polipéptidos de la presente invencién incluyen uno o mas aminoacidos polares
naturales o no naturales, que incluyen serina y treonina que son capaces de aumentar la solubilidad del
polipéptido debido a su cadena lateral que contiene hidroxilo.

En algunas realizaciones, los factores de coagulacién modificados genéticamente de la presente invencién se
sintetizan bioquimicamente tal como mediante el uso de técnicas estandar en fase sélida. En algunas
realizaciones, estos métodos bioquimicos incluyen sintesis exclusiva en fase sélida, sintesis parcial en fase
sélida, condensacién de fragmentos, o sintesis clasica en solucién.
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En algunas realizaciones, se usan técnicas de proteinas recombinantes para generar los factores de
coagulacién modificados genéticamente de la presente invencién. En algunas realizaciones, se usan técnicas
de proteinas recombinantes para la generacién de polipéptidos relativamente largos (por ejemplo, més largos
que 18-25 aminoécidos). En algunas realizaciones, se usan técnicas de proteinas recombinantes para la
generacién de grandes cantidades de los factores de coagulacién modificados genéticamente de la presente
invencién. En algunas realizaciones, las técnicas recombinantes se describen por Bitter y otros, (1987)
Methods in Enzymol. 153:516-544, Studier y otros (1990) Methods in Enzymol. 185:60-89, Brisson y otros
(1984) Nature 310:511-514, Takamatsu y otros (1987) EMBO J. 6:307-311, Coruzzi y otros (1984) EMBO J.
3:1671-1680 y Brogli y otros, (1984) Science 224:838-843, Gurley y otros (1986) Mol. Cell. Biol. 6:559-565 y
Weissbach y Weissbach, 1988, Methods for Plant Molecular Biology, Academic Press, NY, Seccién VI, pp
421-463.

La presente solicitud describe un método para producir un polipéptido del factor IX (FIX) modificado con CTP,
que comprende la etapa de unir tres péptidos del carboxilo terminal de la gonadotropina coriénica (CTP) al
carboxilo terminal de dicho polipéptido del FIX, para producir asi un polipéptido del FIX modificado con CTP.
La presente solicitud describe un método para producir un polipéptido del factor Vlla (FVlla) modificado con
CTP, que comprende la etapa de unir tres péptidos del carboxilo terminal de la gonadotropina coriénica
(CTP) al carboxilo terminal de dicho polipéptido de FVlla, para producir asi un polipéptido del FVlla
modificado con CTP.

En otra realizacién, los factores de coagulacién modificados genéticamente de la presente invencién pueden
sintetizarse mediante el uso de una molécula polinucleotidica que codifica al polipéptido. En algunas
realizaciones, la molécula polinucleotidica que codifica a los factores de coagulacién modificados
genéticamente de la presente invencién se liga a un vector de expresién, que comprende un control de la
transcripcién de una secuencia reguladora en cis (por ejemplo, secuencia promotora). En algunas
realizaciones, la secuencia reguladora en cis es adecuada para dirigir la expresién constitutiva de un factor
de coagulacién modificado genéticamente, o para dirigir la expresién inducible de los factores de coagulacién
modificados genéticamente.

En una realizacién, después de la expresién y la secrecion, los péptidos sefial se escinden de los factores de
coagulacién modificados genéticamente precursores lo que resulta en los factores de coagulacidn
modificados genéticamente maduros.

En algunas realizaciones, los polinucleétidos pueden prepararse mediante el uso de técnicas de PCR, o
cualquier otro método o procedimiento conocido por un experto en la técnica. En algunas realizaciones, el
procedimiento implica la ligadura de dos secuencias de ADN diferentes (véase, por ejemplo, “Current
Protocols in Molecular Biology”, eds. Ausubel y otros, John Wiley & Sons, 1992).

En una realizacién, los polinucledtidos que codifican los factores de coagulacién modificados genéticamente
se insertan en los vectores de expresién (es decir, una construccién de acido nucleico) para permitir la
expresién del polipéptido recombinante. En una realizacidén, el vector de expresién incluye secuencias
adicionales que hacen que este vector sea adecuado para la replicacién y la integraciéon en procariotas. En
una realizacién, el vector de expresién incluye secuencias adicionales que hacen que este vector sea
adecuado para la replicacién y la integracién en eucariotas. En una realizacién, el vector de expresién incluye
un vector lanzadera que hace que este vector sea adecuado para la replicacién y la integracién en
procariotas y eucariotas. En algunas realizaciones, los vectores de clonacién comprenden secuencias de
iniciacién de la transcripcién y la traduccion (por ejemplo, promotores, potenciadores) y terminadores de la
transcripcién y la traduccidn (por ejemplo, sefiales de poliadenilacién).

Puede usarse una variedad de células procariotas o eucariotas como sistemas de expresién en un huésped
para expresar los factores de coagulacién. Estas incluyen microorganismos, tales como bacterias
transformadas con un ADN de bacteriéfago recombinante, ADN plasmidico o vector de expresion de ADN
césmido que contiene la secuencia codificante del polipéptido; levadura transformada con vectores de
expresién recombinante en levaduras que contienen la secuencia codificante del polipéptido; sistemas de
células vegetales infectadas con vectores de expresién recombinantes en virus (por ejemplo, virus del
mosaico de la coliflor, CaMV; virus del mosaico del tabaco, TMV) o transformadas con vectores de expresién
plasmidicos recombinantes, como el plasmido Ti, que contiene la secuencia codificante del polipéptido.

En algunas realizaciones, se usan sistemas de expresién no bacterianos (por ejemplo, sistemas de expresién
en mamiferos, como las células CHO) para expresar los factores de coagulaciéon. En una realizacién, el
vector de expresidn usado para expresar los polinucleétidos de la presente invencién en células de mamifero
es el vector pCI-DHFR que comprende un promotor de CMV y un gen de resistencia a la Noemicita. La
construccién del vector pCl-dhfr se describe, segin una realizacién, en el ejemplo 1.

En los sistemas bacterianos puede seleccionarse ventajosamente una serie de vectores de expresion en
dependencia del uso previsto para el polipéptido expresado. En una realizacién, se desean grandes
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cantidades de polipéptido. Pueden ser convenientes los vectores que dirigen la expresién de altos niveles del
producto proteico, posiblemente como una fusién con una secuencia sefial hidrofébica, que dirige el producto
expresado hacia el periplasma de las bacterias 0 el medio de cultivo donde el producto proteico se purifica
facilmente. Ciertas proteinas de fusién se modifican genéticamente con un sitio de escisién especifico para
ayudar a recuperar el polipéptido. Los vectores que pueden adaptarse a dicha manipulacién incluyen la serie
PET de los vectores de expresién de E. coli [Studier y otros, Methods in Enzymol. 185:60-89 (1990)].

Se pueden usar sistemas de expresién en levaduras y una serie de vectores que contienen promotores
constitutivos o inducibles puede usarse en levaduras como se describe en la solicitud de patente de EE.UU.
nam.: 5,932,447. También pueden usarse los vectores que promueven la integracién de secuencias de ADN
foraneo en el cromosoma de levadura.

El vector de expresién puede incluir, ademés, secuencias de polinucleétidos adicionales que permiten, por
ejemplo, la traduccién de numerosas proteinas a partir de un Unico ARNm tal como un sitio interno de
entrada al ribosoma (IRES) y secuencias para la integracién genémica del promotor-polipéptido quimérico.

Los vectores de expresién adecuados para mamiferos incluyen pcDNA3, pcDNA3.1(+/-), pGL3, pZeoSV2(+/-
), pSecTag?2, pDisplay, pEF/myc/cyto, pPCMV/myc/cyto, pCR3.1, pSinRep5, DH26S, DHBB, pNMT1, pNMT41,
pNMT81, que estan disponibles de Invitrogen, pCl que esta disponible de Promega, pMbac, pPbac, pBK-RSV
y pBK-CMV que estan disponibles de Strategene, pTRES que esté disponible de Clontech, y sus derivados.

En la presente invencién se usan vectores de expresiéon que contienen elementos reguladores de virus de
eucariotas tal como los retrovirus. Los vectores de SV40 incluyen pSVT7 y pMT2. Se describe, ademas, que
los vectores derivados del virus de papiloma bovino incluyen pBV-1MTHA, y los vectores derivados del virus
de Epstein Bar incluyen pHEBO y p205. Otros vectores ilustrativos incluyen pMSG, pAV009/A+, pMT010/A+,
pMAMneo-5, pDSVE de baculovirus, y cualquier otro vector que permita la expresiéon de proteinas bajo la
direccién del promotor temprano de SV-40, promotor tardio de SV-40, promotor de metalotioneina, promotor
del virus de tumor mamario murino, promotor del virus del sarcoma de Rous, promotor de la polihedrina, u
otros promotores que han demostrado su eficacia para la expresidén en células eucariotas.

En algunas realizaciones, los vectores virales recombinantes son Utiles para la expresion in vivo de los
factores de coagulacién ya que ofrecen ventajas tales como la infeccién lateral y la especificidad dirigida. En
una realizacién, los vectores virales se producen de manera que no son capaces de propagarse lateralmente;
su caracteristica puede ser Util si el propésito deseado es introducir un gen especifico solamente en un
namero localizado de células diana.

Pueden usarse diversos métodos para introducir el vector de expresién a las células. Dichos métodos se
describen generalmente en Sambrook y otros, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Springs Harbor
Laboratory, Nueva York (1989, 1992), en Ausubel y otros, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley
and Sons, Baltimore, Md. (1989), Chang y otros, Somatic Gene Therapy, CRC Press, Ann Arbor, Mich.
(1995), Vega y otros, Gene Targeting, CRC Press, Ann Arbor Mich. (1995), Vectors: A Survey of Molecular
Cloning Vectors and Their Uses, Butterworths, Boston Mass. (1988) y Gilboa y otros [Biotechniques 4 (6):
504-512, 1986] e incluyen, por ejemplo, transfeccién estable o transitoria, lipofeccién, electroporaciéon e
infeccién con vectores virales recombinantes. Ademas, véase las patentes de EE.UU. nims. 5,464,764 y
5,487,992 para los métodos de seleccién positiva-negativa.

Se apreciara que aparte de contener los elementos necesarios para la transcripcidén y la traduccidén de la
secuencia codificante insertada (que codifica al polipéptido), la construccién de expresiéon de la presente
invencién puede incluir, ademas, secuencias modificadas genéticamente para optimizar la estabilidad, la
produccién, la purificacién, el rendimiento o la actividad del polipéptido expresado.

En algunas realizaciones, las células transformadas se cultivan en condiciones eficaces, que permitan la
expresién de grandes cantidades de factores de coagulacién recombinantes modificados genéticamente. En
algunas realizaciones, las condiciones de cultivo eficaces incluyen medios eficaces, condiciones del
biorreactor, temperatura, pH y oxigeno que permitan la produccién de proteinas. En una realizacién, un
medio eficaz se refiere a cualquier medio en el cual se cultiva una célula para producir el polipéptido
recombinante de la presente invencién. En algunas realizaciones, un medio tipicamente incluye una solucién
acuosa que tiene fuentes de carbono, nitrégeno y fosfato asimilables, y sales, minerales, metales y otros
nutrientes adecuados, como las vitaminas. En algunas realizaciones, las células pueden cultivarse en
biorreactores de fermentacién convencionales, matraces de agitacién, tubos de ensayo, placas de
microtitulacion y placas Petri. En algunas realizaciones, el cultivo se lleva a cabo a una temperatura, pH y
contenido de oxigeno adecuados para una célula recombinante. La determinacién de las condiciones de
cultivo esta dentro de la experiencia de un experto en la técnica.

En dependencia del sistema de vector y huésped usado para la produccién, los factores de coagulacién
modificados genéticamente resultantes de la presente invencion lo mismo permanecen dentro de la célula
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recombinante, se secretan hacia el medio de fermentacién, se secretan hacia un espacio entre dos
membranas celulares, tal como el espacio periplasmético en E. coli; o son retenidos en la superficie externa
de una membrana celular o viral.

En una realizacién, después de un tiempo predeterminado en cultivo, se lleva a cabo la recuperacién del
factor de coagulacién recombinante modificado genéticamente.

La frase “recuperar el factor de coagulacién recombinante modificado genéticamente” que se usa en la
presente puede referirse a recolectar todo el medio de fermentacién que contiene el polipéptido y no
necesariamente implica etapas adicionales de separacién o purificacién.

En una realizacion, los factores de coagulacién modificados genéticamente de la presente invencion se
purifican mediante el uso de una variedad de técnicas estandar de purificacién de proteinas, tales como,
cromatografia de afinidad, cromatografia de intercambio i6nico, filtracidén, electroforesis, cromatografia por
interacciones hidrofobicas, cromatografia de filtracién en gel, cromatografia de fase inversa, cromatografia
con concanavalina A, cromatoenfoque y solubilizacién diferencial.

En una realizacion, para facilitar la recuperacion, la secuencia codificante expresada puede modificarse
genéticamente para codificar el factor de coagulacién modificado genéticamente de la presente invencién y
un resto escindible fusionado. En una realizacién, una proteina de fusién puede disefiarse de manera que el
polipéptido se pueda aislar facilmente mediante cromatografia de afinidad; por ejemplo, mediante
inmovilizacién en una columna especifica para el resto escindible. En una realizacién, un sitio de escisién se
modifica genéticamente entre el factor de coagulacién modificado genéticamente y el resto escindible y el
polipéptido puede liberarse de la columna cromatografica mediante el tratamiento con una enzima o agente
adecuados que escindan especificamente la proteina de fusién en este sitio [por ejemplo, véase Booth y
otros, Immunol. Lett. 19:65-70 (1988); y Gardella y otros, J. Biol. Chem. 265:15854-15859 (1990)].

En una realizacién, el factor de coagulacién modificado genéticamente de la presente invencién se recupera
en una forma “sustancialmente pura”.

En una realizacién, la frase “sustancialmente pura” se refiere a una pureza que permite el uso eficaz de la
proteina en las aplicaciones descritas en la presente.

En una realizacién, el factor de coagulacién modificado genéticamente de la presente invencién puede
sintetizarse, ademas, mediante el uso de sistemas de expresién in vitro. En una realizacién, los métodos de
sintesis in vitro se conocen bien en la técnica y los componentes del sistema estdn disponibles
comercialmente.

En algunas realizaciones, los factores de coagulacion recombinantes modificados genéticamente se
sintetizan y purifican; su eficacia terapéutica puede analizarse in vivo o in vitro. En una realizacion, las
actividades de unién de los factores de coagulacién recombinantes modificados genéticamente pueden
determinarse mediante el uso de diversos ensayos como conoce el experto en la técnica.

En la presente se describe que el factor de coagulacién modificado genéticamente puede proporcionarse al
individuo per se. En una realizacién, el factor de coagulacién modificado genéticamente de la presente
invencién puede proporcionarse al individuo como parte de una composicién farmacéutica donde se mezcla
con un portador farmacéuticamente aceptable.

En otra realizacién, una “composicién farmacéutica” se refiere a una preparacién de uno o méas de los
ingredientes activos descritos en la presente con otros componentes quimicos como los portadores y
excipientes fisiolégicamente adecuados. El propésito de una composicidén farmacéutica es facilitar la
administracién de un compuesto a un organismo.

En ofra realizacién, “ingrediente activo” se refiere a la secuencia polipeptidica de interés, que es responsable
del efecto bioldgico.

La descripciébn proporciona preparaciones combinadas donde “una preparacién combinada” define
especialmente un “estuche de partes” en el sentido de que las parejas de combinacién como se definid
anteriormente pueden dosificarse independientemente o mediante el uso de diferentes combinaciones fijas
con cantidades caracteristicas de las parejas de combinacion, es decir, de manera simulténea, concurrente,
separada o secuencial. Las partes del estuche de partes pueden administrarse después, por ejemplo,
simultdnea o cronolégicamente escalonadas, o sea, en puntos de tiempo diferentes y con intervalos de
tiempo iguales o diferentes para cualquier parte del estuche de partes. La relacién de las cantidades totales
de las parejas de combinacién puede administrarse en la preparacién combinada. La preparacién combinada
puede variarse, por ejemplo, para hacer frente a las necesidades de una subpoblacién de pacientes que se
va a tratar o a las necesidades del paciente individual en el cual las diferentes necesidades pueden deberse
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a una enfermedad en particular, a la severidad de una enfermedad, la edad, el sexo, o el peso corporal como
puede realizar facilmente un experto en la técnica.

En otra realizacion, las frases “portador fisiolégicamente aceptable” y “portador farmacéuticamente aceptable”
que se usan indistintamente se refieren a un portador o un diluyente que no provoca una irritacién
significativa a un organismo y no anula la actividad biolégica ni las propiedades del compuesto administrado.
En estas frases se incluye un adyuvante. En una realizacién, uno de los ingredientes incluidos en el portador
farmacéuticamente aceptable puede ser por ejemplo polietilenglicol (PEG), un polimero biocompatible con un
amplio intervalo de solubilidad tanto en medios organicos como acuosos (Mutter y otros (1979)).

En otra realizacién, “excipiente” se refiere a una sustancia inerte que se afiade a una composicién
farmacéutica para facilitar adicionalmente la administracién de un ingrediente activo. En una realizacién, los
excipientes incluyen carbonato de calcio, fosfato de calcio, diversos azlcares y tipos de almidén, derivados
celulésicos, gelatina, aceites vegetales y polietilenglicoles.

Las técnicas para la formulacién y la administracién de farmacos se encuentran en “Remington’s
Pharmaceutical Sciences,” Mack Publishing Co., Easton, PA, tltima edicién.

Esta invencion contempla varias realizaciones de los intervalos de dosificacién. La dosificacion del factor de
coagulacién modificado genéticamente de la presente invencién, en una realizacién, est4 en el intervalo de
0,005-100 mg/dia. En otra realizacién, la dosificacién esta en el intervalo de 0,005-5 mg/dia. En otra
realizacién, la dosificacién esté en el intervalo de 0,01-50 mg/dia. En otra realizacion, la dosificacién esta en
el intervalo de 0,1-20 mg/dia. En otra realizacién, la dosificacién esta en el intervalo de 0,1-10 mg/dia. En otra
realizacién, la dosificacion esta en el intervalo de 0,01-5 mg/dia. En otra realizacién, la dosificacion esta en el
intervalo de 0,001-0,01 mg/dia. En otra realizacion, la dosificacién esta en el intervalo de 0,001-0,1 mg/dia.
En ofra realizacién, la dosificacién esta en el intervalo de 0,1-5 mg/dia. En otra realizacién, la dosificacién
esta en el intervalo de 0,5-50 mg/dia. En otra realizacién, la dosificacién esta en el intervalo de 0,2-15 mg/dia.
En otra realizacidn, la dosificaciéon esté en el intervalo de 0,8-65 mg/dia. En otra realizacién, la dosificacién
esta en el intervalo de 1-50 mg/dia. En otra realizacién, la dosificacién esta en el intervalo de 5-10 mg/dia. En
otra realizacién, la dosificacién esta en el intervalo de 8-15 mg/dia. En otra realizacion, la dosificacién esta en
un intervalo de 10-20 mg/dia. En otra realizacién, la dosificacién esta en el intervalo de 20-40 mg/dia. En otra
realizacién, la dosificacién estd en un intervalo de 60-120 mg/dia. En otra realizacion, la dosificacién esta en
el intervalo de 12-40 mg/dia. En otra realizacién, la dosificacién esta en el intervalo de 40-60 mg/dia. En otra
realizacién, la dosificacién estd en un intervalo de 50-100 mg/dia. En otra realizacion, la dosificacién esta en
un intervalo de 1-60 mg/dia. En otra realizacién, la dosificacién esta en el intervalo de 15-25 mg/dia. En otra
realizacién, la dosificaciéon esta en el intervalo de 5-10 mg/dia. En otra realizacidn, la dosificacién est en el
intervalo de 55-65 mg/dia.

En otra realizacion, la dosificacién estd en un intervalo de 50-500 mg/dia. En otra realizacién, la dosificacién
esta en un intervalo de 50-150 mg/dia. En otra realizacién, la dosificacién estd en un intervalo de 100-200
mg/dia. En otra realizacién, la dosificacién esta en un intervalo de 150-250 mg/dia. En otra realizacién, la
dosificacion esta en un intervalo de 200-300 mg/dia. En otra realizacién, la dosificaciéon esta en un intervalo
de 250-400 mg/dia. En otra realizacién, la dosificaciéon esta en un intervalo de 300-500 mg/dia. En otra
realizacién, la dosificacidén esta en un intervalo de 350-500 mg/dia.

En una realizacion, la dosificacién es 20 mg/dia. En una realizacién, la dosificacién es 30 mg/dia. En una
realizacién, la dosificacion es 40 mg/dia. En una realizacidn, la dosificacién es 50 mg/dia. En una realizacion,
la dosificacién es 0,01 mg/dia. En otra realizacién, la dosificaciéon es 0,1 mg/dia. En otra realizacién, la
dosificacion es 1 mg/dia. En otra realizacién, la dosificacion es 0,530 mg/dia. En otra realizaciéon, la
dosificacion es 0,05 mg/dia. En otra realizacién, la dosificacién es 50 mg/dia. En otra realizacién, la
dosificacion es 10 mg/dia. En otra realizacién, la dosificacién es 20-70 mg/dia. En otra realizacién, la
dosificacion es 5 mg/dia.

En una realizacién, la dosificacién del factor de coagulacién modificado con CTP es 1-5 mg/dia. En una
realizacién, la dosificacién del factor de coagulacién modificado con CTP es 1-3 mg/dia. En otra realizacion,
la dosificacion del factor de coagulaciéon modificado con CTP es 2 mg/dia.

En otra realizacion, la dosificacién es 1-90 mg/dia. En otra realizacién, la dosificacién es 1-90 mg/2 dias. En
otra realizacion, la dosificacion es 1-90 mg/3 dias. En otra realizacidn, la dosificacién es 1-90 mg/4 dias. En
otra realizacion, la dosificacion es 1-90 mg/5 dias. En otra realizacidn, la dosificacién es 1-90 mg/6 dias. En
otra realizacién, la dosificacién es 1-90 mg/semana. En otra realizacién, la dosificacién es 1-90 mg/9 dias. En
otra realizacién, la dosificacion es 1-90 mg/11 dias. En otra realizacién, la dosificacién es 1-90 mg/14 dias.

En otfra realizacién, la dosificacién del factor de coagulacién es 10-50 mg/dia. En otra realizacién, la

dosificacion es 10-50 mg/2 dias. En otra realizacion, la dosificacién es 10-50 mg/3 dias. En otra realizacién,
la dosificacién es 10-50 mg/4 dias. En otra realizacién, la dosificacién es 10-50 microgramos mg/5 dias. En
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otra realizacidn, la dosificacién es 10-50 mg/6 dias. En otra realizacién, la dosificacién es 10-50 mg/semana.
En otra realizacién, la dosificacién es 10-50 mg/9 dias. En otra realizacién, la dosificacién es 10-50 mg/11
dias. En otra realizacién, la dosificaciéon es 10-50 mg/14 dias.

En otra realizacidén, un polipéptido que comprende el factor de coagulacién modificado con CTP se formula
en una forma de dosificacién intranasal. En otra realizacién, un polipéptido que comprende el factor de
coagulacién modificado con CTP se formula en una forma de dosificacién inyectable. En otra realizacién, un
polipéptido que comprende el factor de coagulacién modificado con CTP se administra a un sujeto en una
dosis en el intervalo de 0,0001 mg a 0,6 mg. En otra realizacién, un polipéptido que comprende el factor de
coagulacién modificado con CTP se administra a un sujeto en una dosis en el intervalo de 0,001 mg a 0,005
mg. En otra realizacién, un polipéptido que comprende el factor de coagulacién modificado con CTP se
administra a un sujeto en una dosis en el intervalo de 0,005 mg a 0,01 mg. En otra realizacion, un polipéptido
que comprende el factor de coagulacién modificado con CTP se administra a un sujeto en una dosis en el
intervalo de 0,01 mg a 0,3 mg. En otra realizacién, un polipéptido que comprende el factor de coagulacién
modificado con CTP se administra a un sujeto en una dosis en el intervalo de 0,2 mg a 0,6 mg. En otra
realizacién, el factor de coagulacién esta libre de CTP en su amino terminal.

Se describe que un polipéptido que comprende el factor de coagulacién modificado con CTP se administra a
un sujeto en una dosis en el intervalo de 1-100 microgramos, o en una dosis en el intervalo de 10-80
microgramos, o en una dosis en el intervalo de 20-60 microgramos, 0 en una dosis en el intervalo de 10-50
microgramos, o en una dosis en el intervalo de 40-80 microgramos, 0 en una dosis en el intervalo de 10-30
microgramos, o en una dosis en el intervalo de 30-60 microgramos.

En otra realizacién, un polipéptido que comprende el factor de coagulacién modificado con CTP se administra
a un sujeto en una dosis en el intervalo de 0,2 mg a 2 mg, 0 en una dosis en el intervalo de 2 mg a 6 mg, o en
una dosis en el intervalo de 4 mg a 10 mg, o en una dosis en el intervalo de 5 mgy 15 mg.

En una realizacién, la dosificacién del FIX modificado con CTP comprende el 50 % de la cantidad de FIX
administrado en la dosificacién recomendada del FIX recombinante (por ejemplo, Benefix®, Wyeth o
Mononine®, CSL Behring) a los pacientes durante el mismo periodo de tiempo. En una realizacién, la
dosificacion del FVIla modificado con CTP comprende el 50 % de la cantidad de FVIla administrado en la
dosificacion recomendada del FVlla recombinante (por ejemplo, NovoSeven®) a los pacientes durante el
mismo periodo de tiempo. En una realizacion, la dosificaciéon del FVII modificado con CTP comprende el 50
% de la cantidad de FVIl administrado en la dosificaciéon recomendada del FVIlI recombinante a los pacientes
durante el mismo periodo de tiempo. Por ejemplo, si NovoSeven® se administra a una dosis de 90 mcg/kg
cada dos horas a un paciente pre- o postoperativamente (es decir, 7,65 mg cada dos horas 0 45,9 mg en seis
dosis en un periodo de 12 horas, para un paciente de 85 kg), un factor de coagulacién modificado con CTP
de la presente invencién puede administrarse a una dosis que es el 50 % de la dosis de FVlla recombinante
en 12 horas de un paciente (es decir, a una dosis de 23 mg administrados una vez en un periodo de 12
horas).

En otra realizacién, la dosificacién del factor de coagulacién modificado con CTP es de manera que contiene
el 45 % de la cantidad del factor de coagulaciéon que se administra cuando se usa el factor de coagulaciéon sin
modificacién con CTP. En ofra realizacion, la dosificacién del factor de coagulacién modificado con CTP es
de manera que contiene el 10 % de la cantidad del factor de coagulacién que se administra cuando se usa el
factor de coagulacién sin modificacién con CTP. En otra realizacién, la dosificacién del factor de coagulacién
modificado con CTP es de manera que contiene el 25 % de la cantidad del factor de coagulacién que se
administra cuando se usa el factor de coagulacién sin modificacion con CTP. En otra realizacion, la
dosificacion del factor de coagulacién modificado con CTP es de manera que contiene el 35 % de la cantidad
del factor de coagulacién que se administra cuando se usa el factor de coagulacién sin modificacién con
CTP. En otra realizacién, la dosificacion del factor de coagulacién modificado con CTP es de manera que
contiene el 75 % de la cantidad del factor de coagulacién que se administra cuando se usa el factor de
coagulacién sin modificacién con CTP. En otra realizacién, la dosificacién del factor de coagulacion
modificado con CTP es de manera que contiene el 100 % de la cantidad del factor de coagulacién que se
administra cuando se usa el factor de coagulacién sin modificacién con CTP. Sin embargo, incluso si la
dosificacion contiene la misma cantidad del factor de coagulacién (por ejemplo, FIX) que el factor de
coagulacién sin modificacién con CTP, todavia es ventajosa para los sujetos en el hecho de que se
administrara menos frecuentemente debido a su mayor tiempo de vida media en comparacién con los
factores de coagulacién recombinantes.

En otra realizacién, una cantidad con eficacia terapéutica de un factor de coagulacién conjugado esté entre
50-500 Ul por kg de peso corporal administrada una vez al dia a una vez a la semana para FIX o 10 pg/Kg-
500 pg/Kg para FVlla. En otra realizacién, una cantidad con eficacia terapéutica de un factor de coagulacién
conjugado es 150-250 Ul por kg de peso corporal, administrada una vez al dia. En otra realizacién, una
composicién farmacéutica que comprende un factor de coagulacién conjugado se formula a una
concentracién eficaz para la administracion mediante diversos medios a un paciente humano.
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En una realizacién, FIX se administra en una cantidad eficaz para llevar la actividad del Factor IX circulante a
20-30 Ul/dl en un sujeto. En otra realizacion, FIX se administra en una cantidad eficaz para llevar la actividad
del Factor IX circulante a 25-50 Ul/dl en un sujeto. En otra realizacién, FIX se administra en una cantidad
eficaz para llevar la actividad del Factor IX circulante a 50-100 Ul/dl en un sujeto. En otra realizacién, FIX se
administra en una cantidad eficaz para llevar la actividad del Factor IX circulante a 100-200 Ul/dl en un
sujeto. En otra realizacién, FIX se administra en una cantidad eficaz para llevar la actividad del Factor IX
circulante a 10-50 Ul/dl en un sujeto. En otra realizacién, FIX se administra en una cantidad eficaz para llevar
la actividad del Factor IX circulante a 20-100 Ul/dl en un sujeto.

En una realizacién, el factor de coagulacién modificado con CTP se administra a un sujeto semanalmente. En
otra realizacién, el factor de coagulacién modificado con CTP se administra a un sujeto dos veces a la
semana. En otra realizacién, el factor de coagulacién modificado con CTP se administra a un sujeto
bisemanalmente (una vez cada dos semanas). En otra realizacién, el factor de coagulacién modificado con
CTP se administra a un sujeto dos veces al mes. En otra realizacién, el factor de coagulacién modificado con
CTP se administra a un sujeto una vez al mes. En otra realizacion, el factor de coagulacién modificado con
CTP se administra a un sujeto diariamente. En otra realizacién, el factor de coagulacién modificado con CTP
se administra a un sujeto cada dos dias.

En otra realizacién, el factor de coagulacién modificado con CTP se administra a un sujeto una vez cada tres
dias, una vez cada cuatro dias, una vez cada cinco dias, una vez cada seis dias, una vez cada 7-14 dias,
una vez cada 10-20 dias, una vez cada 5-15 dias, o una vez cada 15-30 dias.

Se describe que, la presente invencién proporciona una manera para reducir la frecuencia requerida de
dosificacion de un polipéptido del factor IX (FIX) o de un polipéptido del factor Vlla (FVlla).

Se describe que la invencién da como resultado aumentar la satisfaccién en el uso de la terapia con factores
de coagulacidén. El término satisfaccién comprende adherencia. Se describe, ademas, que la invencion
aumenta la satisfaccion de los pacientes con necesidad de una terapia con factores de coagulacién mediante
la reduccion de la frecuencia de administracién del factor de coagulaciéon. Se describe, ademas, que la
reduccién en la frecuencia de administracion del factor de coagulacién se logra debido a las modificaciones
con CTP que hacen que el factor de coagulacién modificado con CTP sea mas estable. Se describe, ademés,
que la reduccién en la frecuencia de administracién del factor de coagulacién se logra como resultado de
aumentar el T2 del factor de coagulacién. Se describe, ademas, que la reduccién en la frecuencia de
administracién del factor de coagulacién se logra como resultado de aumentar el tiempo de aclaramiento o
reducir la velocidad de aclaramiento del factor de coagulacion.

Se describe que, la reduccién en la frecuencia requerida de administracién del factor de coagulacién se logra
como resultado de aumentar la medida de AUC del factor de coagulacién.

En otra realizacidn, la presente invencién muestra que las composiciones proporcionadas en la presente
sorprendentemente se absorben mas eficazmente hacia el torrente sanguineo después de la administracién
SC (véase los ejemplos 7-9 en la presente). La posibilidad de administrar el FVlla por via subcutanea
constituye una ventaja ya que puede usarse para aplicaciones profilacticas. Ademas, es mucho mas facil que
los pacientes se inyecten ellos mismos las inyecciones subcutédneas, y son una ventaja cuando los pacientes
son muy jovenes y sus venas son pequefias y dificiles de encontrar.

La administracion oral, en una realizacién, comprende una forma de dosificacién unitaria que comprende
tabletas, céapsulas, pastillas, tabletas masticables, suspensiones, emulsiones y similares. Dichas formas de
dosificacion unitaria comprenden una cantidad segura y eficaz del factor de coagulacién deseado de la
invencién, cada una de las cuales es, en una realizacién, de aproximadamente 0,7 o 3,5 mg a
aproximadamente 280 mg/70 kg, o en otra realizacion, aproximadamente 0,5 o 10 mg a aproximadamente
210 mg/70 kg. Los portadores farmacéuticamente aceptables adecuados para la preparacién de las formas
de dosificacién unitaria para la administracién peroral se conocen bien en la técnica. En algunas
realizaciones, las tabletas comprenden tipicamente adyuvantes farmacéuticamente compatibles
convencionales como diluyentes inertes, tales como carbonato de calcio, carbonato de sodio, manitol, lactosa
y celulosa; aglutinantes como almidén, gelatina y sacarosa; desintegrantes como almidén, acido alginico y
croscarmelosa; lubricantes como estearato de magnesio, acido estearico y talco. En una realizacion, los
deslizantes como el diéxido de silicio pueden usarse para mejorar las caracteristicas de flujo de la mezcla en
polvo. En una realizacién, pueden afiadirse agentes colorantes, tal como los colorantes FD&C para la
apariencia. Los agentes edulcorantes y saborizantes, tales como aspartamo, sacarina, mentol, menta y
saborizantes de frutas, son adyuvantes Utiles para las tabletas masticables. Tipicamente las capsulas
comprenden uno o mas diluyentes sélidos descritos anteriormente. En algunas realizaciones, la seleccién de
los componentes portadores depende de consideraciones secundarias como el gusto, el costo y la
estabilidad en almacenaje, que no son criticos para los propésitos de esta invencién, y puede realizarse
facilmente por un experto en la técnica.
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En una realizacion, la forma de dosificacién oral comprende un perfil de liberacién predefinido. En una
realizacién, la forma de dosificacién oral de la presente invencién comprende unas tabletas, capsulas,
pastillas o tabletas masticables de liberacién prolongada. En una realizacién, la forma de dosificacién oral de
la presente invenciéon comprende tabletas, capsulas, pastillas o tabletas masticables de liberacién lenta. En
una realizacién, la forma de dosificacién oral comprende tabletas, cépsulas, pastillas o tabletas masticables
de liberacién inmediata. En una realizacidn, la forma de dosificacion oral se formula segln el perfil de
liberacion deseado del ingrediente activo farmacéutico como conoce un experto en la técnica.

Las composiciones perorales, en algunas realizaciones, comprenden soluciones, emulsiones, suspensiones
liquidas, y similares. En algunas realizaciones, los portadores farmacéuticamente aceptables adecuados para
la preparaciéon de tales composiciones se conocen bien en la técnica. En algunas realizaciones, las
composiciones orales liquidas comprenden de aproximadamente 0,001 % a aproximadamente 0,933 % del
compuesto o compuestos deseados, o en otra realizacién, de aproximadamente 0,01 % a aproximadamente
10 %.

En algunas realizaciones, las composiciones para uso médico de esta invencidon comprenden soluciones o
emulsiones, que pueden ser soluciones o0 emulsiones acuosas que comprenden una cantidad segura y eficaz
de los compuestos de la presente invencién y opcionalmente, otros compuestos, previstos para una
administracién intranasal tépica. En algunas realizaciones, las composiciones h comprenden de
aproximadamente 0,001 % a aproximadamente 10,0 % en p/v de un compuesto objetivo, con mayor
preferencia de aproximadamente 00,1 % a aproximadamente 2,0, que se usa para la administracién
sistémica de los compuestos mediante la via intranasal.

En otra realizacion, el factor de coagulacién modificado con CTP puede inyectarse en el musculo (inyeccién
intramuscular), o puede inyectarse debajo de la piel (inyeccion subcutanea), o puede inyectarse en el
musculo, o puede inyectarse en la piel, o puede administrarse por medio de administracién sistémica, o
puede administrarse por inyeccién intravenosa. En otra realizaciéon, la administracién puede ser
administracién parenteral, pulmonar, oral, tépica, intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intravenosa,
subcutanea, intranasal, transnasal, intraocular, oftalmica, epidural, bucal, rectal, transmucosal, intestinal o
parenteral, que incluye inyecciones intramedulares, asi como administracién intratecal o intraventricular
directa.

En otra realizacién, la preparacién se administra de una manera local en lugar de sistémica, por ejemplo, por
medio de la inyeccidn de la preparacién directamente en una regién especifica del cuerpo de un paciente.

En una realizacién, la via de administracién puede ser enteral. En otra realizacién, la via puede ser
conjuntival, transdérmica, intradérmica, intraarterial, vaginal, rectal, intratumoral, paracanceral, transmucosal,
intramuscular, intravascular, intraventricular, intracraneal, intranasal, sublingual, o una combinacién de estas.

En otra realizacién, las composiciones farmacéuticas se administran por inyeccién intravenosa, intraarterial, o
intramuscular de una preparacién liquida. En algunas realizaciones, las formulaciones liquidas incluyen
soluciones, suspensiones, dispersiones, emulsiones, aceites y similares. En wuna realizacién, las
composiciones farmacéuticas se administran por via intravenosa, y se formulan por lo tanto en una forma
adecuada para la administracién intravenosa. En otra realizacién, las composiciones farmacéuticas se
administran por via intraarterial y por lo tanto se formulan en una forma adecuada para la administracién
intraarterial. En otra realizacién, las composiciones farmacéuticas se administran por via intramuscular, y se
formulan por lo tanto en una forma adecuada para la administracién intramuscular.

Ademas, en otra realizacién, las composiciones farmacéuticas se administran de manera tépica a las
superficies corporales, y se formulan por lo tanto en una forma adecuada para la administracién tépica. Las
formulaciones tépicas adecuadas incluyen geles, unglentos, cremas, lociones, gotas y similares. Para la
administracién tépica, los compuestos de la presente invencién se combinan con un agente o agentes
terapéuticos adecuados adicionales, preparados y aplicados como soluciones, suspensiones o emulsiones
en un diluyente fisiologicamente aceptable con o sin un portador farmacéutico.

En una realizacién, las composiciones farmacéuticas de la presente invencién se fabrican mediante procesos
bien conocidos en la técnica, por ejemplo, por medio de procesos convencionales de mezclado, disolucién,
granulacién, produccidn de grajeas, levigacién, emulsién, encapsulado, atrapamiento o liofilizacién.

En una realizacion, las composiciones farmacéuticas para usar segln la presente invenciéon se formulan de
una manera convencional mediante el uso de uno o méas portadores fisiolégicamente aceptables que
comprenden excipientes y auxiliares, que facilitan el procesamiento de los ingredientes activos en las
preparaciones, las cuales pueden usarse farmacéuticamente. En una realizacién, la formulacién depende de
la via de administracion escogida.
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En una realizacién, los inyectables de la invencién se formulan en soluciones acuosas. En una realizacién,
los inyectables de la invencién se formulan en tampones fisiolégicamente compatibles como solucién de
Hank, solucién de Ringer, o tampdn de solucién salina fisioldgica. En algunas realizaciones, para la
administracién transmucosal, en la formulacién se usan penetrantes adecuados para la barrera que se va a
penetrar. Dichos penetrantes generalmente se conocen en la técnica.

En una realizacién, las preparaciones descritas en la presente se formulan para una administracién
parenteral, por ejemplo, mediante inyeccién por bolo o infusién continua. En algunas realizaciones, las
formulaciones para inyeccién se presentan en forma de dosificacién unitaria, por ejemplo, en ampollas o en
recipientes de multiples dosis con opcionalmente, un conservante adicionado. En algunas realizaciones, las
composiciones son suspensiones, soluciones o emulsiones en vehiculos aceitosos o acuosos, y contienen
agentes de formulacién tales como agentes de suspension, estabilizantes y/o dispersantes.

Las composiciones comprenden, ademés, en algunas realizaciones, conservantes, tales como cloruro de
benzalconio y timerosal y similares; agentes quelantes, como edetato de sodio y otros; tampones como
fosfato, citrato y acetato; agentes de tonicidad como cloruro de sodio, cloruro de potasio, glicerina, manitol y
otros; antioxidantes como &cido ascérbico, acetilcistina, metabisulfito de sodio y otros; agentes aromaticos;
agentes de ajuste de la viscosidad, tales como polimeros, que incluyen celulosa y derivados de esta; y
polivinil alcohol y acidos y bases para ajustar el pH de estas composiciones acuosas segln se necesite. Las
composiciones comprenden, ademas, en algunas realizaciones, anestésicos locales u otros activos. Las
composiciones pueden usarse como aerosoles, neblinas, gotas y similares.

En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas para la administraciéon parenteral incluyen
soluciones acuosas de la preparacion activa en forma soluble en agua. Adicionalmente, las suspensiones de
los ingredientes activos, en algunas realizaciones, se preparan como suspensiones adecuadas para
inyeccién basadas en aceite o0 agua. Los disolventes o vehiculos lipofilicos adecuados incluyen, en algunas
realizaciones, aceites grasos como aceite de sésamo, o ésteres sintéticos de écidos grasos como oleato de
etilo, triglicéridos o liposomas. Las suspensiones acuosas para inyeccién contienen, en algunas
realizaciones, sustancias, que aumentan la viscosidad de la suspensidn, tal como carboximetilcelulosa
sédica, sorbitol o dextrano. En otra realizacién, la suspensién contiene, ademas, estabilizadores o agentes
adecuados que aumentan la solubilidad de los ingredientes activos para permitir la preparacién de soluciones
muy concentradas.

En otra realizacidén, el compuesto activo puede administrarse en una vesicula, en particular un liposoma
(véase Langer, Science 249:1527-1533 (1990); Treat y otros, en Liposomes in the Therapy of Infectious
Disease and Cancer, Lopez- Berestein y Fidler (eds.), Liss, Nueva York, pp. 353-365 (1989); Lopez-
Berestein, ibid., pp. 317-327; J. E. Diederichs y al., Pharm. /nd. 56 (1994) 267- 275).

En otra realizacion, la composicién farmacéutica suministrada en un sistema de liberacién controlada se
formula para la infusidén intravenosa, bomba osmética implantable, parche transdérmico, liposomas, u otros
modos de administracién. En una realizacién, se usa una bomba (véase Langer, mas arriba; Sefton, CRC
Crit. Ref. Biomed. Eng. 14:201 (1987); Buchwald y otros, Surgery 88:507 (1980); Saudek y otros, N. Engl. J.
Med. 321:574 (1989). En otra realizacién, pueden usarse materiales poliméricos. Aln en otra realizaciéon, un
sistema de liberacién controlada puede colocarse préximo al blanco terapéutico, por ejemplo, el cerebro,
requiriendo asi solo una fraccién de la dosis sistémica (véase, por ejemplo, Goodson, en Medical Applications
of Controlled Release, mas arriba, vol. 2, pp. 115-138 (1984). Otros sistemas de liberacién controlada se
analizan en la revisién de Langer (Science 249: 1527-1533 (1990).

En algunas realizaciones, el ingrediente activo estd en forma de polvo para la constitucién con un vehiculo
adecuado, por ejemplo, solucién a base de agua, estéril, libre de pirégenos, antes del uso. Las
composiciones se formulan, en algunas realizaciones, para la administracién por atomizacién e inhalacion.
En otra realizacién, las composiciones estan contenidas en un contenedor con medios de atomizacién
adheridos.

En una realizacién, la preparacién de la presente invencién se formula en composiciones rectales tal como
supositorios 0 enemas de retencidén, mediante el uso, por ejemplo, de bases convencionales de supositorios
tal como manteca de cacao u otros glicéridos.

En algunas realizaciones, las composiciones farmacéuticas adecuadas para usar en el contexto de la
presente invencidn incluyen composiciones en donde los ingredientes activos se contienen en una cantidad
eficaz para lograr el propésito deseado. En algunas realizaciones, una cantidad con eficacia terapéutica
significa una cantidad de ingredientes activos eficaces para usar en la prevencién, alivio 0 mejoria de los
sintomas de una enfermedad o prolongar la supervivencia del sujeto que se trata.

En una realizacién, la determinacién de una cantidad con eficacia terapéutica esta dentro de la habilidad de
los expertos en la técnica.
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Algunos ejemplos de sustancias que pueden servir como portadores farmacéuticamente aceptables o
componentes de estos son azlcares, tales como lactosa, glucosa y sacarosa; almidones, tales como almidén
de maiz y almidén de patata; celulosa y sus derivados, tales como carboximetilcelulosa sédica, etilcelulosa, y
metilcelulosa; tragacanto en polvo; malta; gelatina; talco; lubricantes sélidos, tales como é&cido esteérico y
estearato de magnesio; sulfato de calcio; aceites vegetales, tales como aceite de mani, aceite de semilla de
algoddn, aceite de sésamo, aceite de oliva, aceite de maiz y aceite de theobroma; polioles tales como
propilenglicol, glicerina, sorbitol, manitol y polietilenglicol; acido alginico; emulsionantes, tales como los
emulsionantes de la marca Tween™; agentes humectantes, tales como lauril sulfato de sodio; agentes
colorantes; agentes saborizantes; agentes de formacién de tabletas, estabilizadores; antioxidantes;
conservantes; agua libre de pirégenos; solucién salina isoténica; y soluciones tampén de fosfato. La eleccidn
de un portador farmacéuticamente aceptable para usarse junto con el compuesto se determina basicamente
por la manera en que el compuesto se va a administrar. Si el compuesto objetivo es para inyectar, en una
realizacién, el portador farmacéuticamente aceptable es solucién salina fisiolégica, estéril, con un agente de
suspensién compatible con la sangre, cuyo pH se ha ajustado a aproximadamente 7,4.

Adicionalmente, las composiciones pueden comprender ademas aglutinantes (por ejemplo acacia, almidén
de maiz, gelatina, carbdmero, etilcelulosa, goma de guar, hidroxipropilcelulosa, hidroxipropil metil celulosa,
povidona), agentes desintegrantes (por ejemplo almidén de maiz, almidén de patata, acido alginico, diéxido
de silicio, croscarmelosa sédica, crospovidona, goma de guar, glicolato de almidén sédico), tampones (por
ejemplo, Tris-HCI, acetato, fosfato) de varios pH y fuerza idnica, aditivos tales como albimina o gelatina para
prevenir la absorcién a superficies, detergentes (por ejemplo, Tween 20, Tween 80, Pluronic F68, sales de
acidos biliares), inhibidores de proteasas, tensoactivos (por ejemplo, lauril sulfato de sodio), potenciadores de
la permeacién, agentes solubilizantes (por ejemplo, glicerol, glicerol de polietileno), antioxidantes (por
ejemplo, acido ascérbico, metabisulfito soédico, hidroxianisol butilado), estabilizantes (por ejemplo,
hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetil celulosa), agentes que aumentan la viscosidad (por ejemplo,
carbémero, diéxido de silicio coloidal, etilcelulosa, goma de guar), edulcorantes (por ejemplo aspartamo,
acido citrico), conservantes (por ejemplo, timerosal, alcohol bencilico, parabenos), lubricantes (por ejemplo
acido estearico, estearato de magnesio, polietilenglicol, lauril sulfato de sodio), adyuvantes de flujo (por
ejemplo, diéxido de silicio coloidal), plastificantes (por ejemplo ftalato de dietilo, citrato de trietilo),
emulsionantes (por ejemplo carbémero, hidroxipropilcelulosa, laurilsulfato sédico), recubrimientos de
polimeros (por ejemplo, poloxdmeros o poloxaminas), agentes de recubrimiento y formadores de pelicula (por
ejemplo etilcelulosa, acrilatos, polimetacrilatos) y/o adyuvantes.

Los componentes tipicos de los portadores para jarabes, elixires, emulsiones y suspensiones incluyen etanol,
glicerol, propilenglicol, polietilenglicol, sacarosa liquida, sorbitol y agua. Para una suspensién, los agentes de
suspensién tipicos incluyen metil celulosa, carboximetilcelulosa sddica, celulosa (por ejemplo, Avicel ™, RC-
591), tragacanto y alginato de sodio; los agentes humectantes tipicos incluyen lecitina y sorbitdn de 6xido de
polietileno (por ejemplo, polisorbato 80). Los conservantes tipicos incluyen metil parabeno y benzoato de
sodio. En otra realizacién, las composiciones liquidas perorales contienen, ademas, uno o mas componentes
tales como edulcorantes, agentes saborizantes y colorantes descritos anteriormente.

En algunas realizaciones, la preparacién de una cantidad o dosis eficaz puede estimarse inicialmente a partir
de ensayos in vitro. En una realizacion, una dosis puede formularse en modelos animales y dicha informacién
puede usarse para determinar con mayor precisién las dosis Utiles en los seres humanos.

En una realizacién, la toxicidad y la eficacia terapéutica de los ingredientes activos descritas en la presente
puede determinarse mediante procedimientos farmacéuticos estandar in vitro, en cultivos celulares o
animales experimentales. En una realizacién, los datos obtenidos a partir de estos ensayos in vitro y en
cultivo celular y estudios en animales pueden usarse para formular un intervalo de dosificacién para usar en
el ser humano. En una realizacidn, las dosificaciones varian en dependencia de la forma de dosificacion
empleada y la via de administracién utilizada. La formulacién exacta, la via de administracién y dosificacién
puede ser elegida por el médico individual teniendo en cuenta la afeccién del paciente. (Ver, por ejemplo,
Fingl y otros, 1975, en “The Pharmacological Basis of Therapeutics”, C. 1 p.1].

En dependencia de la severidad y la capacidad de respuesta de la afeccién que se va a tratar, la dosificacién
puede ser de una Unica administracién o una pluralidad de ellas, donde un curso de tratamiento puede durar
de varios dias a varias semanas o hasta que se logre la cura o la diminucién del estado de la enfermedad.

La cantidad de una composicién que se va a administrar dependerd, por supuesto, del sujeto que se trata, la
severidad de la afeccién, la manera de administracién, el criterio del médico responsable, etcétera.

En una realizacién, las composiciones que incluyen la preparacion de la presente invencién formulada en un

portador farmacéutico compatible se preparan, ademas, colocadas en un contenedor adecuado, y marcado
para el tratamiento de una afeccién indicada.
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En otra realizacién, un factor de coagulacién como se describe en la presente es una preparacién liofilizada
(es decir, secada por congelacién) en combinacién con excipientes orgénicos complejos y estabilizadores
tales como agentes tensoactivos no idnicos (es decir, surfactantes), diversos azlcares, polioles orgénicos y/o
albumina sérica humana. En otra realizacién, una composicién farmacéutica comprende un factor de
coagulacién liofilizado como se describe en agua estéril para inyeccién. En otra realizacién, una composicién
farmacéutica comprende un factor de coagulacién liofilizado como se describe en PBS estéril para inyeccion.
En ofra realizaciéon, una composicién farmacéutica comprende un factor de coagulacién liofilizado como se
describe en NaCl al 0,9 % estéril para inyeccién.

En otra realizacion, la composicién farmacéutica comprende el factor de coagulacién modificado con CTP
como se describe en la presente y portadores complejos como albumina sérica humana, polioles, aztcares y
agentes estabilizantes tensoactivos anidnicos. En otra realizacién, la composicién farmacéutica comprende el
factor de coagulacién modificado con CTP como se describe en la presente y 4cido lactobiénico y un tampén
de acetato/glicina. En otra realizacién, la composiciéon farmacéutica comprende el factor de coagulacion
modificado con CTP como se describe en la presente y aminoacidos, tal como arginina o glutamato que
aumentan la solubilidad de las composiciones de interferon en agua. En otra realizacién, la composicién
farmacéutica comprende un factor de coagulacién modificado con CTP, liofilizado, como se describe en la
presente y glicina o albumina sérica humana (HSA), un tampén (por ejemplo, acetato) y un agente isotdnico
(por ejemplo, NaCl). En otra realizacién, la composicién farmacéutica comprende un factor de coagulacién
modificado con CTP, liofilizado, como se describe en la presente y tampén fosfato, glicina y HSA.

En otra realizacién, la composicién farmacéutica que comprende un factor de coagulacidén como se describe
en la presente se estabiliza cuando se coloca en soluciones tamponadas que tienen un pH entre
aproximadamente 4 y 7,2. En otra realizacion, la composicién farmacéutica que comprende un factor de
coagulacién esta en una solucién tamponada que tiene un pH entre aproximadamente 4 y 85. En otra
realizacién, la composicién farmacéutica que comprende un factor de coagulacién esta en una solucién
tamponada que tiene un pH entre aproximadamente 6 y 7. En otra realizacidn, la composicién farmacéutica
que comprende un factor de coagulacién esta en una solucién tamponada que tiene un pH de
aproximadamente 6,5. En ofra realizacién, la composicién farmacéutica que comprende un factor de
coagulacién como se describe en la presente se estabiliza con un aminoacido como un agente estabilizante y
en algunos casos una sal (si el aminoécido no contiene una cadena lateral cargada).

En otra realizacién, la composicién farmacéutica que comprende un factor de coagulacidén como se describe
en la presente es una composicidén liquida que comprende un agente estabilizante entre aproximadamente
0,3 %y 5 % en peso el cual es un aminoacido.

En otra realizacién, la composicién farmacéutica que comprende un factor de coagulacidén como se describe
en la presente proporciona precisién de la dosificacién y seguridad del producto. En otra realizacion, la
composicién farmacéutica que comprende un factor de coagulacién como se describe en la presente
proporciona una formulacién liquida, estable, biolégicamente activa, para usar en aplicaciones inyectables.
En otra realizacién, la composicién farmacéutica comprende un factor de coagulacidén no liofilizado como se
describe en la presente.

En otra realizacién, la composicién farmacéutica que comprende un factor de coagulacidén como se describe
en la presente proporciona una formulacién liquida que permite el almacenamiento durante un periodo de
tiempo largo en un estado liquido que facilita el almacenamiento y el envio antes de su administracién.

En otra realizacién, la composicién farmacéutica que comprende un factor de coagulacidén como se describe
en la presente comprende lipidos sélidos como material de matriz. En otra realizacidén, la composicién
farmacéutica inyectable que comprende un factor de coagulacién como se describe en la presente
comprende lipidos sélidos como material de matriz. En otra realizacién, la producciéon de microparticulas de
lipidos mediante congelacién por pulverizacion se describié por Speiser (Speiser y al., Pharm. Res. 8 (1991)
47-54) seguido por nanogranulos de lipidos para la administracion peroral (Speiser EP 0167825 (1990)). En
otra realizacidn, los lipidos que se usan se toleran bien por el cuerpo (por ejemplo, glicéridos compuestos de
acidos grasos que estan presentes en las emulsiones para la nutricién parenteral).

Las composiciones para su uso de acuerdo a la presente invencién pueden presentarse en un envase o
dispositivo dispensador, tal como un estuche aprobado por la FDA, que contiene una o mas formas de
dosificacion unitaria que contienen el ingrediente activo. En una realizacién, el envase, por ejemplo,
comprende una lamina de metal o plastico, tal como un blister. En una realizacién, el envase o dispositivo
dispensador se acompafia de instrucciones para la administracién. En una realizaciéon, el envase o
dispensador incluye un aviso asociado con el contenedor en una forma prescrita por una agencia
gubernamental que regula la fabricacién, el uso o la venta de los productos farmacéuticos, dicho aviso es
reflejo de la aprobaciéon por la agencia de la forma de las composiciones o la administracién humana o
veterinaria. Dicho aviso, en una realizacién, es el etiquetado aprobado por la Administraciéon de Alimentos y
Medicamentos de los Estados Unidos para los farmacos controlados, o el prospecto del producto aprobado.
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Se apreciara que los factores de coagulacién para su uso de acuerdo a la presente invencién pueden
proporcionarse al individuo con agentes activos adicionales para lograr un mejor efecto terapéutico en
comparacién con el tratamiento con cada agente por si mismo. En otra realizacién, se toman medidas (por
ejemplo, la dosificacién y la selecciéon del agente complementario) para evitar los efectos secundarios
adversos que se asocian con las terapias de combinacién.

Como se conoce generalmente en la técnica, los péptidos y proteinas modificados de la invencién pueden
acoplarse a marcajes, farmacos, agentes de direccionamiento, portadores, soportes sélidos y similares, en
dependencia de la aplicacién deseada. Las formas marcadas de los agentes biolégicos modificados pueden
usarse para seguir su destino metabdlico, los marcajes adecuados para este propésito incluyen,
especialmente, marcajes con radioisétopos tales como yodo 131, tecnecio 99, indio 111, y similares. Los
marcajes pueden usarse, ademas, para mediar la deteccion de las proteinas o péptidos modificados en
sistemas de ensayo; en este caso, también pueden usarse los radioisétopos, asi como marcajes con
enzimas, marcajes fluorescentes, marcajes cromogénicos y similares. El uso de tales marcajes es
particularmente util si el péptido o la proteina es en si mismo un agente de direccionamiento tal como un
anticuerpo o un ligando de un receptor.

Pueden emplearse técnicas de unién similares, junto con otras, para acoplar los péptidos y proteinas
modificados de la invencién a soportes sélidos. Cuando se acoplan, estos péptidos y proteinas modificados
pueden usarse después como reactivos de afinidad para la separacién de componentes deseados con los
que se muestra una reaccién especifica.

Otros objetos, ventajas y caracteristicas novedosas de la presente invencién resultaran evidentes para una
persona experta en la técnica luego del anélisis de los siguientes ejemplos, que no pretenden ser limitantes.
Ademas, cada una de las diversas realizaciones y aspectos de la presente invencion tal como se expone en
la presente descripciéon y como se reivindica en la seccién de reivindicaciones mas abajo encuentra apoyo
experimental en los siguientes ejemplos.

EJEMPLOS

Generalmente, la nomenclatura usada en la presente y los procedimientos de laboratorio utilizados en la
presente invencién incluyen técnicas moleculares, bioquimicas, microbiolégicas y de ADN recombinante.
Dichas técnicas se explican ampliamente en la literatura. Véase, por ejemplo, “Molecular Cloning: A
laboratory Manual” Sambrook y otros, (1989); “Current Protocols in Molecular Biology” Volumenes I-I
Ausubel, R. M., ed. (1994); Ausubel y otros, “Current Protocols in Molecular Biology”, John Wiley and Sons,
Baltimore, Maryland (1989); Perbal, “A Practical Guide to Molecular Cloning”, John Wiley & Sons, Nueva York
(1988); Watson y otros, “Recombinant ADN”, Scientific American Books, Nueva York; Birren y otros (eds)
“‘Genome Analysis: A Laboratory Manual Series”, Vols. 1-4, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Nueva
York (1998); metodologias como se exponen en las patentes de EE.UU. ndims. 4,666,828, 4,683,202,
4,801,531, 5,192,659 y 5,272,057; “Cell Biology: A Laboratory Handbook”, Volimenes I-lll Cellis, J. E., ed.
(1994); “Culture of Animal Cells - A Manual of Basic Technique” de Freshney, Wiley-Liss, N. Y. (1994),
Tercera Edicién; “Current Protocols in Immunology” Volimenes I-lll Coligan J. E., ed. (1994); Stites y otros
(eds), “Basic and Clinical Immunology” (8va Edicién), Appleton y Lange, Norwalk, CT (1994); Mishell y Shiigi
(eds), “Selected Methods in Cellular Immunology”, W. H. Freeman y Co., Nueva York (1980); los
inmunoensayos disponibles se describen ampliamente en la literatura cientifica y de patentes, véase, por
ejemplo, las patentes de EE.UU. nims. 3,791,932; 3,839,153, 3,850,752; 3,850,578; 3,853,987, 3,867,517,
3,879,262, 3,901,654; 3,935,074; 3,984,533, 3,996,345, 4,034,074; 4,098,876, 4,879,219, 5,011,771
y5,281,521; “Oligonucleotide Synthesis” Gait, M. J., ed. (1984); “Nucleic Acid Hybridization” Hames, B. D., y
Higgins S. J., eds. (1985); “Transcription and Translation” Hames, B. D., e Higgins S. J., eds. (1984); “Animal
Cell Culture” Freshney, R. 1., ed. (1986); “Immobilized Cells and Enzymes” IRL Press, (1986); “A Practical
Guide to Molecular Cloning” Perbal, B., (1984) y “Methods in Enzymology” Vol. 1-317, Academic Press; “PCR
Protocols: A Guide To Methods And Applications”, Academic Press, San Diego, CA (1990); Marshak y otros,
“Strategies for Protein Purification and Characterization - A Laboratory Course Manual” CSHL Press (1996). A
lo largo de este documento se proporcionan otras referencias generales.

Ejemplo 1

Generacién y utilizacién del Factor de coagulacién IX

Clonaje y expresién de la molécula de FIX recombinante:

Los clones del factor IX se construyeron en nuestro vector de expresién en eucariota pCl-neo (Promega,

nam. de catalogo E1841). El clon del ORF del factor de coagulacién IX de Homo sapiens se solicité a
“OriGene” (RC219065). Los cebadores se solicitaron a Sigma-Genosys.
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Construccién de 301-1-pCl-neo-p200-11 (Factor IX-ctp x2):
Cebador 101: 5 GTTTAGTGAACCGTCAGAAT 3’ (sec. con nim. de ident.: 36)

Cebador 103R: 5 TTGAGGAAGATGTTCGTGTA 3’ (contiene el sitio de Sspl del factor IX) (sec. con nim. de
ident.: 37)

Se realiz6 una reaccion de PCR con el cebador 101 y el cebador 103Ry ADN plasmidico, el clon de ADNc del
factor IX (OriGene” RC219065) como molde; como resultado de la amplificacién por PCR, se formé un
producto de ~ 1085 pb (pcr 10) y se purificé a partir del gel (el fragmento que contenia el amino terminal de la
secuencia del factor IX).

Cebador 98: 5 ATTACAGTTGTCGCAGGTGA 3’ (sec. con num. de ident.: 38)

Cebador 99R: 5 GCTGGAGCTAGTGAGCTTTGTTTTTTCCTT 3 (sec. con nim. de ident.: 39)

Cebador 100: 5 GCTCACTAGCTCCAGCAGCAAGGCC 3’ (sec. con nim. de ident.: 40)

Cebador 27R: 5’ TTTTCACTGCATTCTAGTTGTGG 3’ (sec. con num. de ident.: 41)

Se realizaron tres reacciones de PCR. La primera reaccion se realizé con el cebador 98 y el cebador 99R y
ADN plasmidico, el clon de ADNc del factor IX (OriGene”, RC219065) como molde; como resultado de la

amplificacién por PCR, se formé un producto de ~ 540 pb.

La segunda reaccién se realizé con el cebador 100 y el cebador 27R y ADN plasmidico de 402-2-p72-3 (hGH-
CTP-CTP) como molde; como resultado de la amplificacién por PCR, se formé un producto de ~ 258 pb.

La Ultima reaccion (pcr 3) se realizé con los cebadores 98 y 27R y una mezcla de los productos de las dos
reacciones anteriores como molde; como resultado de la amplificacién por PCR, se formé un producto de ~
790 pb y se ligd en el vector de clonacién TA (Invitrogen, catalogo K2000-01). Se aislé el fragmento de Sspl -
EcoRI (TA 3-3).

Otra reaccion de PCR se realizé (pcr 12) con el cebador 101 y el cebador 27R y una mezcla de los productos
de la pcr 10 y el fragmento de Sspl-EcoRI de la pcr 3 como molde; como resultado de la amplificaciéon por
PCR, se formé un producto de ~ 1700 pb (Factor IX-ctp-ctp) y se ligd al vector de clonacién TA (Invitrogen,
catalogo K2000-01) (lig 180).

Se encontré un error en la secuencia del factor IX por lo que los fragmentos se volvieron a colocar para
formar un inserto del Factor IX-ctp-ctp con la secuencia de ADN correcta.

TA- pcr 3-3 se digirié con Sspl y Xbal y se aisl6 el fragmento grande (vector). TA 180-4 se digirié con Sspl y
Xbal y se aislé el fragmento pequefio (inserto) y se ligd al fragmento grande aislado de TA-pcr-3-3digerido
con Sspl y Xbal. El nuevo plasmido TA-183-2 se digirié con Sal | y Notl, y se aisl6 el inserto Factor IX-CTP-
CTP (~1575 pb). Este fragmento se insertd en el vector de expresién pCl-neo de eucariotas (digerido con Sal
I'y Not |) para producir el clon 301-2-p200-11.

Construccién pCl-dhfr -Factor 9- ctpx2 (p223-4): El vector pCl-dhfr (p6-1) se digiri6 con Smal y Notl. Factor
IX-CTP-CTP (p200-11) se digirié6 con ASis| F.I. y Notl. Los dos fragmentos se ligaron.

Construccién pCl-dhfr Factor 9-ctp x3 (p225-7): El vector pCl-dhfr OXM-CTPx3 (p216-4) se digirié6 con Xbal y
Apal. El factor IX-CTP-CTP (223-4) se digirié6 con Xbal y Apal. Los dos fragmentos se ligaron.

Construccién pCl-dhfr Factor 9-ctp x3 T148A (p243-2): El plasmido p225-7 contenia treonina en la posicién
148, dado que la versién mas comun del FIX contiene alanina en esta posicidn, la Thr se reemplazé por Ala
mediante el uso del método de mutagénesis dirigida a un sitio.

Cebador 75: ctcccagttcaattacagcet (sec. con nim. de ident.: 42)

Cebador 122r: ggaaaaactgcctcagcacgggtgage (sec. con num. de ident.: 43)

Cebador 123: gtgctgaggcagtttttcctgatgtggactat (sec. con nim. de ident.: 44)

Cebador 124r: caacacagtgggcagcag (sec. con num. de ident.: 45)

Se realizaron tres reacciones de PCR. La primera reaccion se realizé con el cebador 75 y el cebador 122r y
ADN plasmidico p225-7 como molde; como resultado de la amplificacién por PCR, se formé un producto de ~
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692 pb y se purificé a partir del gel. Una segunda reacciéon de PCR se realiz6 con el cebador 123 y el cebador
124r y ADN plasmidico p225-7 como molde; como resultado de la amplificaciéon por PCR, se formé un
producto de ~237 pb y se purificé a partir del gel. La tercera reaccién de PCR de superposicién se realizé con
los cebadores 75 y 124r, y una mezcla de los productos de las dos reacciones anteriores como molde; como
resultado de la amplificaciéon por PCR, se formé un producto de ~ 910 pb. Este producto de PCR de
superposicion se digirié con Xbal y Nsil y se volvié a ligar al plasmido p225-7 (digerido con Xbal y Nsil) para
producir el Factor IX-ctpx3 T148A designado p243-2.

Construccién FIX-4CTP (p259-4): El fragmento 3,5CTP se aislé a partir de oxym-4CTP (p254-3) mediante las
enzimas de restriccion Apa1l y Xbal. El fragmento FIX+0,5CTP se aislé a partir de FIX-3CTP (p243-2) con las
enzimas de restriccién Apa1 y Xbal. Los dos fragmentos se ligaron.

Construccién FIX-5CTP (p260-18): El fragmento 4,5CTP se aisl6 a partir de oxym-5CTP (255-1) mediante las
enzimas de restriccion Apal y Xbal. El fragmento FIX+0,5CTP se aislé a partir de FIX-3CTP (p243-2)
mediante el uso de las enzimas Apa1 y Xbal. Los dos fragmentos se ligaron.

Las células Dg44 se sembraron en placas para cultivo de tejidos de 100 mm y se cultivaron hasta una
confluencia del 50-60 %. Un total de 2 pg (microgramo) de ADNc de FIX se usd para la transfeccién de una
placa de 100 mm mediante el uso del reactivo FuGene (Roche) en medio libre de proteina (Invitrogene CD
Dg44). El medio se eliminé 48 horas después de la transfeccién y se reemplazd con un medio libre de
proteina (Invitrogene CD Dg44) sin nucleésidos y en presencia de 800 ug/ml de G418 (neomicina). Después
de 14 dias, la poblacién celular transfectada se transfiri6 a matraces para el cultivo de tejidos T25, y la
selecciéon continué durante otros 10-14 dias hasta que las células comenzaron a crecer como clones
estables. Se seleccionaron clones con alta expresién. Se usaron aproximadamente 2x107 células para
inocular 300 ml de medio de crecimiento en una botella de rodillo de 1700 cm? (Corning, Corning NY),
suplementado con vitamina K3 a 5 ng/ml (menadiona bisulfato de sodio; Sigma). El medio de produccién
(cosecha) se recogié después de una disminucién rapida en la viabilidad celular a aproximadamente 70 %. El
medio de produccidn se clarificé primero y después se concentré aproximadamente 20 veces y se dializé con
PBS mediante el uso de un casete de filtracién de flujo (10 KDa MWCO; Millipore Corp.).

Determinacién del nivel del antigeno FIX: los niveles de antigeno en la cosecha de FIX-CTP se determinaron
mediante el uso del estuche de ELISA para el FIX humano AssayMax (AssayPro-EF1009-1). La
concentracién de proteinas calculada es el promedio de tres diluciones diferentes en dos ejecuciones
independientes (figura 1A, tabla 1).

FIX SDS-PAGE - inmunotransferencia: las cosechas de FIX-CTP o rhFIX purificado (American Diagnostics),
100 ng de proteina, se cargaron en gel de Tris-glicina al 12 % mediante el uso del marcador de proteina de
color dual Precision Plus (Bio-Rad). El analisis por SDS-PAGE se realiz6 mediante inmunotransferencia
Western con el uso del anticuerpo policlonal anti-FIX humano y anticuerpo monoclonal anti-gamma
carboxilacién humana (American Diagnostics). Como se informé previamente, rhFIX migré a 55 KDa,
mientras que FIX fusionado a dos CTP migré a 75 KDa. Ambas variantes de las proteinas FIX-CTP se
mostraron estar gamma carboxiladas, una modificacién postraduccional esencial para la actividad y la funcién
de FIX (figura 1B).

Determinacién de la actividad cromogénica de FIX: Una evaluacién comparativa de la potencia in vitro de las
cosechas de FIX-CTP frente a la proteina rhFIX (American Diagnostics) se realizé mediante el uso del
estuche de prueba para la actividad cromogénica disponible comercialmente, BIOPHEN (Hyphen BioMed
221802). En la presencia de trombina, fosfolipidos, calcio, cantidades en exceso de FXla activa el FIX
muestreado a FIXa. FIXa forma un complejo enzimatico con trombina, FVIIIC activado (suministrado en
cantidades en exceso), fosfolipidos, y calcio y activa el Factor X, presente en el sistema de ensayo, a FXa. La
actividad se correlaciona directamente con la cantidad de FIX, que es el factor limitante. El FXa generado se
mide después mediante su actividad especifica sobre un sustrato cromogénico de FXa (pNA). La cantidad de
pNA generado es directamente proporcional a la actividad de FIXa. rhFIX y las cosechas de FIX-CTP se
diluyeron en serie, y la potencia se evalué mediante la comparacién de una curva de dosis-respuesta de las
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cosechas de FIX con una preparacién de referencia que consistié en rhFIX o plasma humano. La EC50
promedio del FIX fue 21 ng/ml, mientras que la EC50 calculada para la cosecha de FIX-(CTP2) fue 382 ng/ml,
y la ECS0 calculada para la cosecha de FIX-CTP fue 1644 ng/ml. Se observé una disminuciéon de
aproximadamente 15 veces en la actividad enzimatica de la cosecha de FIX-(CTP2) (figura 2).

Actividad de coagulacién de FIX (aPTT): El tiempo de tromboplastina parcial activada (aPTT) es una medida
de la integridad de las vias intrinseca y comun de la cascada de coagulacién. El aPTT es el tiempo, en
segundos, para que el plasma se coagule después de la adicién de un activador de la via intrinseca,
fosfolipido y calcio. El reactivo de aPTT se denomina una tromboplastina parcial porque el factor tisular no se
incluye con el fosfolipido ya que esté con el reactivo protime (PT). El activador inicia el sistema y después
tiene lugar el resto de las etapas de la via intrinseca en presencia de fosfolipido. El intervalo del aPTT de
referencia varia entre los diferentes laboratorios, pero usualmente esté en el intervalo de 27-34 segundos.

Lo importante del ensayo fue cuantificar la capacidad de las cosechas de FIX-CTP para restaurar la actividad
de coagulacién del plasma humano con agotamiento de FIX mediante la adicién de rhFIX. Se mezclaron 300
Ml de plasma humano deficiente de FIX con 100 pul de rhFIX o las cosechas de FIX-CTP y diluidas en serie.
Después de una incubacién de 60 segundos a 37 °C, se afiadieron tromboplastina, CaCl: y fosfolipidos a la
mezcla, y se determiné el tiempo de coagulacién en segundos (realizado por American Medical Laboratories).
La potencia se evalué mediante la comparacién de una curva de dosis-respuesta de las cosechas de FIX con
una preparacién de referencia que consistié en rhFIX o plasma humano. Una unidad de actividad de FIX
corresponde a la concentracién del FIX que iguala la actividad de un ml de plasma humano normal. Los
resultados de aPTT presentados indican que FIX-(CTP) muestra una reduccidn de 5,7 veces en su actividad
especifica de coagulaciéon en comparacion con rhFIX (tabla 2). Ademas, los resultados de aPTT junto con el
ensayo de la actividad cromogénica in vitro sugieren que la cosecha de FIX-(CTP)2 tiene una actividad
enzimatica mejorada frente a la cosecha de FIX-CTP (tabla 2). Una mejor actividad de las proteinas FIX-CTP
puede obtenerse después de la optimizacién del sistema de expresidn (es decir cotransfeccién con furina y
optimizacién de la concentracion de vitamina K3 en el medio), que se fortalecié después de la super-
transfeccién con furina (datos no mostrados).

Tabla 2 : Actividad de coagulacién de FIX
rhFIX(AD) (ug/ml) | PTT(s) | FIX-CTP (ug/ml) | PTT (s) | FIX-CTP-CTP (ug/ml) | PTT (s)
5 31,3 9 452 4 47,5
1,25 35,7 2,25 53,3 1 55,9
0,3125 43 0,5625 64,1 0,25 67
0,078125 52,1 0,140625 76,3 0,0625 77,4

Estudio farmacocinético: rhFIX (American Diagnostic) y las cosechas de FIX-CTP se administraron en una
Unica inyeccidn intravenosa a las ratas Sprague-Dawley (seis ratas por sustancia) a una dosis de 75 pg/kg de
peso corporal (tabla 3).

Tabla 3: Plan de operacién del estudio PK

Nivel de Puntos

Grupos
tratados

Elemento
de prueba

Nam. de
animales /

grupo

Via de
dosificacién

Género

Nivel de
dosis

(Hg/kg)

dosis

(Mg por
animal)

Vol.
inyectado

(M)

Con

(ug/ml

=

de tiempo
(horas

después de
la dosis)

rFIX

75

15

500

30

0 (Antes de
la dosis)
0,083, 0,5,
1,5, 4,8,
24,48, 72.

(FIX-CTP

75

15

500

30

0 (Antes de
la dosis)
0,083, 0,5,
1,5, 4,8,
24,48, 72.

(FIX-CTP-
CTP

75

15

1000

15

0 (Antes de
la dosis)
0,083, 0,5,
1,5, 4,8,
24,48, 72.
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Las muestras de sangre se extrajeron de manera retroorbital de 3 ratas alternativamente a las 0,083, 0,5, 1,5,
4, 8, 24, 48 y 72 horas después de la dosificacion. El plasma se preparé inmediatamente después del
muestreo y se almacené a -20 °C hasta su analisis. La concentracidén del FIX se cuantificé mediante ensayo
ELISA especifico para FIX (AssayPro). Se calculd un perfil farmacocinético para cada proteina y representa
la media de 3 animales en cada punto de tiempo (figura 3). Los tiempos de vida media terminal se calcularon
mediante el uso del programa informatico PK solutions 2.0. La tabla 4 resume las concentraciones
observadas de FIX en los diferentes puntos de tiempo de muestreo.

Tabla 4 ;. Concentraciones de FIX observadas

Tiempo (h) | FIX-AD (ng/ml) | FIX-CTP (ng/ml) | FIX-CTP-CTP (ng/ml)
0,083 1506,7 14775 1914,8

05 1949,8 1150, 1 1830, 1

15 2189,4 1009,0 1264,3

4 733,90 709,33 1000,00

8 319,80 167,20 1234,67

24 BLQ 54,625 230

48 BLQ BLQ 120,9

El perfil PK y el resumen de los tiempos de vida media terminal se resumen en la tabla 5. Las cosechas de
FIX-CTP muestran mejores valores de T'2s en comparacién con rhFIX (aumentos de 2 y 5 veces,
respectivamente). Dado que en la recoleccién de la dosificacién del FIX, las concentraciones séricas en el
animal del FIX a las 24 horas estaban por debajo del limite de cuantificacién (BLQ), no se calcularon otros
parametros PK.

Tabla 5 : Resumen de los pardametros PK

Producto Tiempo de vida media terminal (h) | Relacién (FIX-(CTP)x/rhFIX)
rhFIX (American Diagnostics) 2,62 -
FIX-CTP 5,65 2,11
FIX-CTP (FIX-CTP-CTP) 12,9 4,92

En este estudio, se describié un novedoso enfoque para prolongar el tiempo de vida media del FIX mientras
que se retiene la potencia terapéutica. La adicién de un péptido CTP a una proteina activa tiene un potencial
perjudicial al interferir con la actividad de la proteina. Por lo tanto, la generaciéon de un FIX-CTP recombinante
activo mediante la adicién de una secuencia CTP en el extremo C-terminal del FIX es inesperada.

Caracterizacién de un FIX-CTP-CTP purificado por inmunoafinidad
Purificaciéon del FIX-CTP-CTP

Para evaluar una proteina en un contenido de alto grado con aumento de la actividad cuyo perfil PK imita y
puede extrapolarse a un entorno clinico, FIX-CTP-CTP es un FIX modificado con 2 unidades de CTP en
tdndem en su carboxilo terminal. FIX-CTP-CTP se purificd mediante el uso de un anticuerpo monoclonal
unido a la matriz contra residuos y carboxiglutamilo (Gla) presentes en la regién N-terminal del FIX (American
Diagnostics Cat. # 3570MX). El anticuerpo monoclonal se unié a sefarosa CL-4B. La cosecha de FIX-CTP-
CTP a una concentracién de 88 pg/ml se dializé contra Tris 20 mM, NaCl 150 Mm y EDTA 10 mM a pH =7,4.
La velocidad de carga fue 0,5 ml/min, la elucién se realizé6 mediante el uso de Tris-HCI 20 Mm, NaCl 350 mM
y CaCl 50 mM, y la fraccién no unida se reciclé cinco veces. Finalmente, la fraccién de elucién se dializé con
PBS, se mezcl6 bien y se concentré.

Determinacién del nivel del antigeno FIX: los niveles de las cosechas de FIX-CTP, las cosechas de FIX-
(CTP)2, y la proteina purificada FIX-(CTP)2 se determinaron mediante el uso del estuche de ELISA para el
FIX humano (Affinity Biologicals; Cat. #FIX-AG RUO). La concentracién de proteinas calculada (pg/ml) es el
promedio de dos ejecuciones independientes (figura 4, tabla 6).

Tabla 6 : Concentraciéon de proteinas calculada

FIX-CTP | FIX-CTP-CTP | FIX-CTP-CTP (purificada)
Nivel del Ag FIX (ug/ml) | 125,78 | 88,53 172,9
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SD 17,28 21,31 2,63
%CV 13,74 24,08 1,52

Adicionalmente, FIX-CTP-CTP se cuantificé mediante el ensayo de Bradford. La concentracién calculada fue
202 pg/ml, que es similar a la concentracién obtenida por el ELISA para FIX humano.

Transferencias de SDS-PAGE: la cosecha de FIX-CTP-CTP, la fraccién no unida y la proteina purificada, se
cargaron en un gel de Tris-glicina al 12 % mediante el uso del marcador de proteina de color dual Precision
Plus (Bio-Rad). El analisis del SDS-PAGE Coomassie se realizé mediante tincién del gel con el reactivo azul
de Coommasie (800 ng de proteina). Se realiz6 una inmunotransferencia Western con 100 ng de proteina,
anticuerpo policlonal anti-FIX humano (Ac), y Ac monoclonal anti-gamma carboxilacién humana (American
Diagnostics Cat #499 y #3570). El procedimiento de purificacién por inmunoafinidad enriquecié
significativamente la porciéon FIX-CTP-CTP mientras que se redujeron las impurezas (figura 5).

Secuenciacién del N-terminal: La proteina purificada FIX-CTP-CTP se separé mediante SDS-PAGE en Tris-
glicina al 12 % y posteriormente se electrotransfirié a una membrana de PVDF. La banda de interés se corté
y se colocd sobre un filtro de fibra de vidrio tratada Biobrene, purificado. El anélisis de la secuencia N-
terminal se llevé a cabo mediante degradacion de Edmann con el uso de un secuenciador de proteina liquida
por pulsos equipado con un sistema de microgradientes de HPLC 140 C. La secuenciacién del N-terminal
revelé que FIX-CTP-CTP es una mezcla de proteinas escindidas completas e incompletas del propéptido. Se
demostré que la escisién no adecuada del propéptido reduce la actividad de coagulacién del FIX. Mediante
cotransfeccion con furina, el proceso de escisién del propéptido puede mejorarse.

Determinacién de la actividad cromogénica de FIX: Se realizdé una evaluacién comparativa de la potencia in
vitro de la proteina purificada FIX-CTP-CTP frente a rhFIX (American Diagnostics) y una mezcla de plasma
humano normal mediante el uso del estuche de prueba de la actividad cromogénica disponible
comercialmente, BIOPHEN (Hyphen BioMed 221802). En la presencia de trombina, fosfolipidos y calcio,
cantidades en exceso de FXla activan FIX a FIXa. FIXa forma un complejo enzimético con trombina
(suministrada en cantidades en exceso), fosfolipidos y calcio activan el Factor X, presente en el sistema de
ensayo, a FXa. La actividad se correlaciona directamente con la cantidad de FIX, que es el factor limitante. El
FXa generado se midié por su actividad especifica sobre un sustrato cromogénico de FXa (pNA). La cantidad
de pNA generada fue directamente proporcional a la actividad de FIXa. rhFIX, plasma humano y FIX-CTP-
CTP se diluyeron en serie, y la potencia se evalué mediante la comparacién de una curva de dosis-respuesta
(figura 6). La ECso promedio de rhFIX fue 68,74 ng/ml mientras que la ECso calculada de FIX-CTP-CTP fue
505 ng/ml. Se observé una disminucién de aproximadamente 7 veces en la actividad enzimética de FIX-CTP-
CTP frente a FIX recombinante y una disminucién de 16,5 veces frente al plasma normal humano bien
mezclado. Esta actividad reducida puede explicarse por la escision inadecuada del propéptido N-terminal,
que se identificd mediante analisis del N-terminal.

Actividad de coagulacién de FIX (aPTT): El tiempo de tromboplastina parcial activada (aPTT) es una medida
de la integridad de las vias intrinseca y comuln de la cascada de coagulacidén. El aPTT es el tiempo (medido
en segundos) necesario para que el plasma coagule después de la adicibn de un activador de la via
intrinseca, fosfolipido y calcio.

El ensayo cuantific6 la capacidad de la proteina FIX-CTP-CTP para restaurar la actividad de coagulacién del
plasma humano con agotamiento del FIX mediante la adicién de rhFIX. 300 pl de plasma humano deficiente
de FIX se mezcl6é con 100 pl de rhFIX, FIX-CTP-CTP (FIX-CTP-CTP (los CTP estan en tdndem en el C-
terminal)), o plasma humano normal mezclado que se diluyé adicionalmente. Después de una incubacién de
60 segundos a 37 °C, se afiadi6 el factor tisular (TF), CaClz, y fosfolipidos a la mezcla. Se determiné el
tiempo de coagulacién en segundos. La potencia se evalué mediante la comparacién de una curva de dosis-
respuesta de FIX-CTP-CTP con una preparacién de referencia de rhFIX o plasma humano. Una unidad de
FIX se definié como la cantidad de FIX que iguala la actividad de 1 ml de plasma humano normal.

Los resultados de aPTT indican que la actividad de coagulaciéon de FIX-CTP-CTP es solo 1,4 menor que el
plasma humano normal mezclado y similar al rhFIX. Los resultados de aPTT junto con el ensayo de actividad
cromogénica in vitro sugieren que la purificacién de FIX-CTP-CTP no afectd su actividad.

Actividad farmacocinética de FIX-CTP-CTP: FIX-CTP-CTP purificado, rhFIX (American Diagnostic) y las
cosechas que contenian FIX-CTP-CTP y FIX-CTP se administraron en una Unica inyeccidn intravenosa a las
ratas Sprague-Dawley (ocho ratas por sustancia) en una dosis de 100 ug/kg de peso corporal (tabla 7).

Tabla 7: Descripcién del estudio de PK
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NGm. DelNivel deN'V(?I deVoI. Puntos de tiempo
Grupos  [Elemento def ; dosis (Mgl Con. -

A animales/grupo/punto |dosis inyectado (horas después de

ratados |prueba . por (Hg/ml) ;
de tiempo (Ma/kg) |- . (M) la dosis)
animal)

0 (Antes de Iq

dosis) 0,083, 0,5,

A rF1X 8 100 20 500 40 12 4 7 10, 24
8, 72.

0 (Antes de Iq

rF1X- dosis) 0,083, 0,5,

B CTP(cosecha) 100 20 000 A0 1, 2, 4, 7, 10, 24,
8, 72.

0 (Antes de Iq

rFIX-CTP- dosis) 0,083, 0,5,

C CTP(cosecha) P 100 120 000 A0 24 7 10 24,
8, 72.

rFIX-CTP- 0,083, 0,5, 1, 2, 4,

D CTP(purificado) 100 20 500 40 7,10, 24, 4,8, 72.

Las muestras de sangre se extrajeron de manera retroorbital de 4 ratas alternativamente a las 0,083, 0,5, 2,
4, 7, 10, 24, 48, y 72 horas después de la dosificacién. El plasma citratado (0,32 %) se prepard
inmediatamente después del muestreo y se almacené a -20 °C hasta su analisis. La concentracién del FIX se
cuantific6 mediante el uso de un estuche de ELISA para FIX humano (Affinity Biologicals). El perfil
farmacocinético se calcul6 para cada proteina como la media de 4 animales en cada punto de tiempo (figura
7). El tiempo de vida media terminal se calculé mediante el uso del programa informatico PK Solutions 2.0. La
tabla 8 resume las concentraciones observadas de FIX en diferentes puntos de tiempo de muestreo.

Tabla 8 : Concentraciones de FIX observadas

. Cosecha FIX-CTP | Cosecha FIX-(CTP)2 | rhFIX | FIX-CTP-CTP purificada
Tiempo (h)
ng/mi ng/mi ng/mi ng/mi
0,085 1038,97 1123,62 325,05 886,48
0,5 939,12 956,80 274,58 670,92
1 791,97 843,85 222,90 674,17
2 304,98 673,31 186,00 503,91
4 315,37 525,50 109,69 357,36
7 171,45 384,36 67,62 257,02
10 50,34 250,73 40,20 158,66
24 10,07 78,50 BLQ 52,13
48 BLQ 23,40 BLQ 18,07
En la tabla 9 se presenta un resumen de los parametros PK.
Tabla 9 : Resumen de los pardmetros PK
TV (h) AUC ng- | MRT vd CL
h/ml (h) mi/Kg MI/h/Kg
Cosecha FIX-CTP 4,17 3622 4,5 1551 27,6
Cosecha FIX-(CTP). | 10,44 9105,7 12 165,4 10,9
rhFIX 3,72 1416,8 5,1 373,8 70,183
FIX-CTP-CTP 11,14 6314,2 12,3 2545 15,83
purificada

La cosecha

de FIX-CTP-CTP demostré un mejor perfil PK en comparaciéon con la cosecha de FIX-CTP.

Ademas, FIX-CTP-CTP purificado mostré un aumento de 3 veces en el valor de T3 y un aumento de 4,5
veces en el AUC en comparacién con rhFIX.
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La cantidad reducida del FIX secretado fusionado a las moléculas CTP en tandem frente a la fusién de un
unico CTP parece deberse a la adicién de un CTP adicional y no a la deteccién reducida del ELISA, porque la
concentracién calculada de FIX-CTP-CTP purificado por Bradford fue similar a la concentracién calculada por
ELISA.

La actividad de coagulacién de FIX-CTP-CTP fue similar al plasma humano mezclado; sin embargo, su
actividad cromogénica in vitro fue significativamente menor cuando se comparé con rhFIX o el plasma
humano mezclado. El ensayo de actividad cromogénica se report6 como un ensayo muy sensible en
comparacién con el ensayo de coagulacién. El motivo de la actividad reducida de FIX-CTP-CTP puede variar.
La adicibn de CTP puede disminuir la afinidad de FIX por el FXla o reducir las modificaciones
postranscripcionales (por ejemplo 12-10 residuos GLA y la escisién del propéptido). El analisis del N-terminal
revelé que la escisién proteolitica del propéptido de FIX-CTP-CTP no se completd totalmente antes de la
secrecién. Dado que esta modificacién postranscripcional es crucial para la actividad enzimatica normal de la
proteina, la cotransfeccién con el plasmido de furina-PACE es favorable y puede mejorar la actividad de FIX-
CTP-CTP.

Finalmente, el estudio PK comparativo de FIX-CTP-CTP en ratas demostré que la fusién de dos CTP en
tdndem al C-terminal del FIX generé un FIX con un tiempo de vida media prolongado.

Modelo de ratén con agotamiento de FIX: Para evaluar la actividad in vivo, se obtienen ratones con
inactivacidon del FIX, y se establece una colonia de reproduccién. Se inyectaron 10 ug de hFIX recombinante
comercial (BeneFIX®) o de rFIX-(CTP)2 (FIX-CTP-CTP) en la vena de la cola de un ratén con inactivacion del
FIX, anestesiado (22-28 g). La cantidad de proteina inyectada es igual a la concentracién requerida de FIX en
el plasma normal (5 pg/ml). Las muestras de sangre se toman de la cola comprimida a los tubos capilares
heparinizados en puntos de tiempo especificos. Las muestras de plasma se evallan en cuanto a los niveles
de FIX mediante ELISA y se mide la eficacia mediante el ensayo de coagulacién de aPTT.

Aumento de la eficacia de la escisién del propéptido de FIX: El ADNc del péptido CTP se fusioné al extremo
3’ del ADNc del FIX humano. Las construcciones de expresién de rFIX y Furina correspondientes se co-
transfectaron en células Dg44; un ADNc de rFIX humano también se co-transfect6é con el plasmido de furina
como control. La secrecién de un alto nivel de FIX conduce a la secrecién de una mezcla del pro-factor y un
factor FIX maduro, debido a la cantidad limitada de la proteasa de furina en la célula. La cotransfeccién de un
vector de expresion de furina con un vector de expresidén del pro-factor aumenta la recuperacién y da como
resultado la secrecién de FIX completamente procesado al medio.

Después de la cotransfeccion de FIX-(CTP)2 y furina, los clones estables se generan y la cosecha se
recolecta para la evaluacién de la escisién del propéptido. Se cargan 100 ng de proteina en gel de Tris-glicina
al 12 % mediante el uso del marcador de proteina de color dual Precision Plus (Bio-Rad). El analisis por
SDS-PAGE se realiza mediante inmunotransferencia Western con el uso de Ac policlonal anti-FIX humano
(American Diagnostics) y anticuerpo policlonal anti-propéptido. Como se informé previamente, el rhFIX migrd
a 55 KDa, mientras que el FIX fusionado a dos CTP migré a 75 kDa. Se muestra que ambas variantes de
proteinas FIX experimentan una adecuada escisién completa del propéptido.

Para determinar si la escisién adecuada del propéptido mejora la actividad enzimética de FIX-(CTP), se
realiza una evaluacién comparativa de la actividad cromogénica y de coagulacién de la cosecha de FIX-
(CTP)2 cotransfectada con furina. Se observa una mejora significativa de la actividad especifica de FIX-
(CTP)2, que es similar a rhFIX.

En conclusién, los resultados descritos en la presente sugieren que FIX-CTP-CTP puede usarse eficazmente
para el tratamiento de pacientes con hemofilia B. El FIX fusionado a las construcciones de CTP tiene el
beneficio de un mejor rendimiento farmacolégico in vivo que supera el inconveniente en determinadas
medidas /n vitro. Este tratamiento propuesto es ventajoso respecto a los tratamientos anteriores ya que se
reduce la tasa de infusiones y la cantidad de dosis requeridas.

Es importante sefialar que cuando se usé una estrategia de una molécula fusionada a la albumina para
mejorar el tiempo de vida media del FIX, el FIX recombinante se inactivé. El novedoso enfoque actual
conduce al disefio y la purificacién de una novedosa proteina fusionada con FIX recombinante que presenta
una mejor actividad a largo plazo. Dado que las modificaciones de tamafio solas no mejoraron la
farmacocinética del FIX inyectado, el hallazgo de que el CTP fusionado al FIX facilita los parametros
farmacocinéticos fue inesperado. La presencia de residuos de &cido sialico en el péptido altamente
glicosilado estabilizé la proteina y la protegi6 de las interacciones con los receptores vasculares sin anular los
determinantes principales de la funcién de FIX.

FIX-CTP tiene una eficacia terapéutica similar al rFIX en los pacientes con hemofilia B y se necesité una
dosificacion menos frecuente. Una Unica inyeccién de FIX-CTP es suficiente para controlar los episodios de
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hemorragia y reducir la cantidad de inyecciones que se necesitan durante una intervencién quirirgica en
pacientes con hemofilia B.

La tecnologia de CTP se utilizé para el desarrollo de un FIX de accién prolongada. Especificamente, la
prolongacion del tiempo de vida media de la molécula de rFIX recombinante se realizé mediante la fusién de
al menos un CTP humano al FIX. El FIX recombinante-CTP se expresé en células de mamifero y se
caracterizé in vitro e in vivo. Se demostré que la actividad in vitro de rFIX-CTP fue comparable con rFIX. Los
estudios de farmacocinética y eficacia en ratas demostraron propiedades mejoradas del rFIX-CTP. Los
resultados de este estudio demuestran que es posible desarrollar una molécula de rFIX con un tiempo de
vida media prolongado que tenga propiedades hemostéticas similares a la enzima de tipo silvestre.

Ejemplo 2
Evaluacién comparativa del FIX-CTPs purificado vs. FIX-CTP4y FIX-CTPs
2.1 Objetivo del estudio

Una evaluaciéon comparativa de los parametros farmacocinéticos de FIX-CTP4 y FIX-CTPs frente a FIX-CTPs3
después de un proceso de purificacién parcial.

2.2 Produccién de cosechas de FIX-CTP4y FIX-CTPs

El ADNc de FIX (OriGene RC219065) fusionado en el extremo C-terminal a cuatro o cinco secuencias de
CTP en tandem se expresd en células Dg44 mediante el uso del sistema de expresiéon Excellgene en
presencia de vitamina K3 a 10 ng/l (Sigma, Mennadion). Las cosechas se recolectaron (300 ml), filtraron y
congelaron.

2.3 Produccién de la cosecha de FIX-CTP3

FIX-CTPs se expreso en el laboratorio en células CHO mediante el uso del vector pCI-DHFR, clon 196, BR-9
en presencia de vitamina K3 a 25 ng/l (Sigma). Las cosechas se recolectaron y filtraron.

Todas las muestras de FIX-CTP (3, 4 y 5 CTP) se purificaron solo mediante una columna de jacalina debido
a la falta de material.

2.4 Determinacion del nivel del antigeno FIX

El nivel del antigeno FIX se determiné mediante el uso del estuche de ELISA para el FIX humano (Affinity
Biologicals; Cat. # FIX-AG RUO). La concentraciéon de proteinas calculada es el promedio de cuatro
ejecuciones independientes. La concentracion de FIX-CTPs fue ligeramente mayor en comparacion con las
dos versiones adicionales (tabla 10).

Tabla 10: Nivel del Ag FIX

3 CTP Final Jacalina40

4 CTP Final Jacalina40

5 CTP Final Jacalina40

Prom. (ng/ml) | 1016,69 4644,11 1686,82
SD 225,41 925,63 160,07
%CV 22,17 19,93 9,49

2.5 Tincién de Coomassie e inmunotransferencia de FIX-CTP

Las cosechas de FIX-CTPs, FIX-CTP4 y FIX-CTPs se cargaron en un gel de Tris-glicina al 12 % mediante el
uso del marcador de proteina de color dual Precision plus (Bio-Rad). El analisis por SDS-PAGE se realizd
mediante inmunotransferencia Western con el uso del Ac policlonal anti-CTP (Adar Biotech Production) o Ac
anti-Gla (American Diagnostica).

Como se informé previamente, el FIX fusionado a tres CTP migré a 80 kDa mientras que el FIX fusionado a
cuatro o cinco CTP migré a 85 KDa o 90 KDa, respectivamente. Como se esperaba, las cosechas de FIX-
CTP4 y FIX-CTPs de Excellgene mostraron muy bajos niveles de gamma carboxilacién en comparacién con
la cosecha de FIX-CTPs, que se produjo en Prolor (figura 8).
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Después de un proceso de purificacién con la utilizacién de una columna de jacalina (purificacién por
inmunoafinidad de las proteinas glicosiladas), FIX-CTPs, FIX-CTP4 y FIX-CTPs se cargaron en un gel de Tris-
glicina al 12 % mediante el uso del marcador de proteina de color dual Precision Plus (Bio-Rad). El SDS-
PAGE se tii6 mediante el colorante azul de Coomassie para la deteccién de las muestras. Todas las
variantes mostraron perfiles de bandas mucho més limpios (figura 9), lo que sugiere una mayor pureza.

2.6 Determinacion de la actividad cromogénica de FIX

Se realiz6 una evaluacién comparativa de la potencia in vitro de FIX-CTPs3;, FIX-CTPs y FIX-CTPs
completamente purificados (columna HA) frente al plasma mezclado normal humano mediante el uso de un
estuche de prueba de la actividad cromogénica disponible comercialmente, BIOPHEN (Hyphen BioMed
221802). Todas las muestras se diluyeron en serie, y la potencia se evalué mediante la comparacién de una
curva de dosis-respuesta con una preparacién de referencia de plasma normal humano. La reduccién de la
actividad cromogénica de FIX-CTP4 y FIX-CTPs (figura 10) en comparacién con el plasma puede ser una
consecuencia de modificaciones postranscripcionales inadecuadas de las proteinas FIX, por ejemplo, gamma
carboxilacién y escisién del propéptido inapropiadas o, alternativamente, debido a la adiciéon de los casetes
de CTP. La fluctuacién en la actividad de FIX-CTP4 y FIX-CTPs (tabla 11) podria estar causada por las
inapropiadas capacidades de cuantificacién del ELISA para FIX debido al enmascaramiento del CTP del sitio
antigénico.

Tabla 11: Relaciéon de EC50 muestra/plasma

Muestra Relaciéon de EC50 muestra/plasma

Plasma 1

3 CTP FinalHA | 2

4 CTP FinalHA | 5,35

5CTP FinalHA | 2,73

2.7 Estudio farmacocinético

FIX-CTPs, FIX-CTP4 y FIX-CTPs purificados en jacalina (Grupo A, B y C, respectivamente) se administraron
en una Unica inyeccién intravenosa a las ratas Sprague-Dawley (seis ratas por grupo de tratamiento) a una
dosis de 250 pg/kg de peso corporal. Las muestras de sangre se extrajeron de manera retroorbital de 3 ratas
alternativamente a las 0,083, 0,5, 2, 5, 8, 24, 48, 72 y 96 horas después de la dosificacion (tabla 12). El
plasma citratado (0,38 %) se preparé inmediatamente después del muestreo y se almacend a -20 °C hasta
su analisis.

Tabla 12: Plan de operacién del estudio PK

. . Nivel delVol. Puntos de tiempo
Grupo de . NUm. delVia del, - : Conc. -
. [Tratamiento : . .. |dosis (ug porinyectado (horas después
tratamiento animales/grupo [dosificacién ; (Mg/ml) )
animal) (M) de la dosis)
FIX-CTP*3 0,083, 0,5, 2, 5,
A jacalina 40 i v o0 200 250 8, 24,48, 72,96
FIX-CTP*4 0,083, 0,5, 2, 5,
B jacalina 40 i v o0 200 250 8, 24,48, 72,96
FIX-CTP*5 0,083, 0,5, 2, 5,
c jacalina 40 ° v o0 poo 290 lgi 24,48 72,96

La concentracién del FIX en las muestras de plasma se cuantific6 mediante el uso de estuches de ELISA
para FIX humano (Affinity Biologicals). El perfil farmacocinético se calculé y es la media de 3 animales en
cada punto de tiempo. Los tiempos de vida media terminal se calcularon mediante el uso del programa
informatico PK Solutions 2.0 x. La tabla 13 mas adelante resume las concentraciones de FIX calculadas en
los diferentes puntos de tiempo de muestreo.

Tabla 13: Concentraciones de FIX calculadas

46



10

15

20

25

30

ES 3010346 T3

El perfil PK y un resumen de los parametros PK se presentan en la tabla 14 mas adelante y en la figura 11.
Un perfil del analisis PK en todos los puntos de tiempo sugirié que la adicién de 4 0 5 casetes de CTP al FIX
no aumento su tiempo de vida media en comparacién con FIX-CTPs. El AUC después de la administracion de
FIX-CTPs aumenté en 1,4 a 1,6 veces frente a FIX-CTPs, el cual no fue estadisticamente significativo.

Tabla 14: Perfil PK y resumen de los parametros PK

24- 96 horas 3CTP 4 CTP 5CTP

Tiempo de vida media (h) 20,43 22,02 23,96
AUC (ng-h/ml) 8218,38 10504,49 13329,41

Vd (ml/kg) 700,76 586,02 494,89

CL (ml/h/kg) 23,77 18,45 14,32

Dado que se demostré que las muestras a las 96 horas después de la dosificacidén tenian concentraciones de
FIX muy bajas, que estaban por debajo del limite de cuantificacién del ensayo, el tiempo de vida media
terminal se recalculé para proporcionar un calculo mas preciso y cientificamente adecuado (tabla 15). Segun
este calculo, se obtuvieron incluso las diferencias mas pequefias entre el tiempo de vida media de FIX-CTPs,
FIX-CTP4y FIX-CTPs.

Tabla 15: Tiempo de vida media terminal recalculado

5CTP
16,04

3CTP
15,38

4CTP
16,63

8-72 horas

Tiempo de vida media (horas)

2.8 Conclusiones:

En este estudio, se evaluaron los parametros farmacocinéticos y la actividad de coagulacién potencial de
FIX-CTPs, FIX-CTP4 y FIX-CTPs. La fusién de 4 y 5 CTP al FIX no proporciond una superior o mayor
extensién del tiempo de vida media, en comparacién con FIX-CTPs, y se observé una reduccién de la
actividad cromogénica. La tabla 16 mas adelante resume la mejora en por ciento del tiempo de vida media
para las diferentes variantes fusionadas FIX-CTP (1 a 5 CTP). La fusién de CTP al FIX mejoré su
comportamiento  farmacocinético, pero, de manera impredecible, esta mejora fue limitada.
Sorprendentemente, después de la fusién de 3, 4 0 5 CTP en tandem al FIX, se calculd un valor similar del
tiempo de vida media.

Tabla 16: Resumen del por ciento de mejora del tiempo de vida media
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Estos datos sugieren que la fusién de 3 CTP al FIX produce una mejora méxima en el tiempo de vida media
de la proteina, lo que confirma que FIX-CTPs es la variante 6ptima en términos de tiempo de vida media,
estructura y actividad potencial de coagulacién para el desarrollo clinico futuro.

Ejemplo 3
Tratamiento con FIX-CTPs del modelo de ratén hemofilico FIX-/-

Como se describié anteriormente, se realizé un estudio que probé el perfil PK de las cosechas de FIX-CTP,
FIX-CTP2 y FIX-CTPs y la actividad de coagulacién frente a rhFIX. FIX-CTPs mostré un mejor perfil PK a la
vez que mantuvo su actividad de coagulaciéon frente a las cosechas de FIX-CTP+1 y FIX-CTP2 o rhFIX. Para
evaluar adicionalmente este resultado, se purificé la proteina FIX-CTPs y-carboxiglutamato. FIX-CTPs
muestra un aumento de 3 veces en el tiempo de vida media y un AUC 4,5 veces mayor en comparacién con
rhFIX en las ratas normales después de una Unica administracién IV. FIX-CTPs demostré una reducciéon de la
actividad cromogénica y de coagulacién in vitro, muy probablemente debido a la escisién insuficiente del
propéptido N-terminal y a modificaciones postranscripcionales (PTM) inadecuadas, tal como la gamma
carboxilaciéon adecuada.

En el estudio actual, se analizaron las propiedades farmacocinéticas y farmacodindmicas del FIX humano
recombinante fusionado a tres CTP en tdndem en ratones deficientes de FIX.

Propésito del estudio:

Determinar los parametros farmacocinéticos y farmacodinamicos de rFIX-(CTP)s frente al rhFIX comercial
(BeneFIX®) en ratones deficientes de FIX después de una Unica administracién IV de FIX-(CTP)s a una
actividad especifica y dosis similares (actividad especifica similar a la PD y similar constante de FIX para la
PK).

Produccién de la cosecha de FIX-CTPs:

El ADNc de FIX (OriGene RC219065-Thr 148) fusionado en el extremo C-terminal a tres secuencias de CTP
en tAndem se expres6 en células Dg44 mediante el uso del sistema de expresién Excellgene en presencia de
vitamina K3 a 25 ng/ml (Sigma, Mennadion). Se cultivaron cinco lotes separados que contenian 5 litros de
suspensién celular (total de veinticinco litros) y se cosecharon después que la viabilidad disminuy6 a 60-70
%. La cosecha se filtrd y congelé a -70 °C.

Determinacién del nivel del antigeno FIX de la cosecha:
El nivel del antigeno FIX de la cosecha se determiné mediante el uso de un estuche de ELISA para FIX
humano (Affinity Biologicals; Cat. # FIX-AG RUO). El nivel del antigeno se calculé por cada lote. La

concentracién del FIX se mantuvo entre los diferentes lotes (tabla 17).

Tabla 17: Nivel del antigeno FIX

Nivel de antigeno FIX

Lote #1 Lote #2 Lote#3
Pr. (ug/ml) | 28,81 32,74 42,9
STD 2,5 2,69 40
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%CV 8,84 8,382 9,4

Proceso de purificacién de FIX-CTPs:

Después de un corto estudio de purificacién, se realizé un proceso de purificacion mediante el uso de las
siguientes 3 columnas: DEAE sefarosa, Heparina sefarosa e hidroxiapatita cerdmica HA Bio Rad tipo 1 (40
pm), FIX-CTPs. Se purificd la proteina enriquecida y-carboxilada. En resumen: Se descongelaron cinco litros
de cosecha clarificada a 4 °C durante un periodo de 4 dias. Para cada lote de purificacion, la cosecha
clarificada (2 litros) se concentrd 4 veces y se dializé contra Tris-HCI 20 mM pH 8,2 mediante el uso de un
cartucho desechable de fibra hueca con un valor de corte del peso molecular nominal de 10 KDa. Este
proceso (UFDF1) se realizé dos veces, y se cargd un litro de UFDF1 en columna de DEAE sefarosa, y el
Factor IX se eluyd con Tris-HCI 20 mM, NaCl 200 mM, CaCl2 10 mM pH 8,2. El producto se diluyé 1:1 con
Tris-HCI 20 mM, CaCl2 10 mM pH 7,5, y el pH se ajusté a 7,5 antes de cargar en la columna de Heparina
sefarosa. La elucién se realizd con Tris-HCI 20 mM, NaCl 300 mM, y CaCI2 10 mM pH 7,5. El producto eluido
se concentrd y dializé contra fosfato 10 mM pH 6,8 mediante el uso de una membrana con valor de corte de
10 KDa del casete Pellicon XL (UFDF2). El producto se cargé en una columna HA, y la fraccién activada del
Factor IX se eluyd con fosfato 150 mM pH 6,8. El producto de purificacion se concentré hasta una
concentracién objetivo de 2 mg/ml y se dializé contra TBS pH 7,45, se dividié en alicuotas y se almacené a -
70 °C.

El proceso de purificacién se repitié cinco veces, de manera semanal para purificar el volumen total (25
litros). Los procesos de purificacion se denominaron HA# 6-10. Cada producto de purificacion se evalué
separadamente (App # 1-5). Al final del proceso de purificacidn, los diferentes lotes se combinaron y se
concentraron adicionalmente hasta una concentracidn objetivo de 4 mg/ml.

Propiedades analiticas de FIX-CTPs:

Determinacién del nivel del antigeno FIX

El nivel del antigeno de la proteina FIX-CTPs enriquecida y-carboxilada se determiné mediante el uso de un
estuche de ELISA para FIX humano (Affinity Biologicals; Cat. # FIX-AG RUO). La concentracién de proteinas
calculada es el promedio de dos ejecuciones independientes (tabla 18).

Tabla 18: Nivel del antigeno FIX-CTPs

FLISA #13 de mercia de FIX-CTP: purificada de HA CLISA #7 de mezdia de FIX-CTP; purificads de HA
£33, 1 2 pr. £y, 1 2 pr.
R E ] IIRIBIN ORI { -
SO 41 R840 RTS8
LR 433406
3300300 AR Q4
Fr, Rr.
R AUGRG LY Lot
NERN) 238G, F NP
e 5,70 1884 IS
Pr. Pr.
£l b 3805684 | 4, 059618 frsedly
FLISA 23 de mercle de FIN-CTR: pwificads de HA ELISA #2 de mezcla de FIX-CTP: purificada de HA
i i 2 Pr. it 3. d 4 opr
GO k ITR IR RAJGTARS £} 3 ; IR3IO2A0
2EHUHY 4§ SRA40 FOOHTOE FOILIEN | ANI4 00
S20008 G324 F20MG : 3713
O OO0 SN0 FCREG0ON b
br.
gy ARG M
STD 23 16,7
BN S IQ1884 1318497
Pr. T
Osagfoly FRU5GR4 | A O59518 PR URIGST A Qugfiady 3, 7F3484 1 3504708

Transferencias de SDS-PAGE:
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La proteina enriquecida y-carboxilada FIX-CTPs, rhFIX y rFlXa (FIX activado) se cargaron en un gel de Tris-
glicina al 12 % mediante el uso del marcador de proteina de color dual Precision Plus (Bio-Rad). El analisis
de Coomassie en SDS-PAGE se realizé mediante tincién del gel con el reactivo azul de Coomassie (800 ng
de proteina) (figura 12). Una inmunotransferencia Western se realizé mediante el uso de 100 ng de proteina
con Ac policlonal anti-FIX humano (figura 12B), anticuerpo monoclonal anti-gamma carboxilacién humana
(American Diagnostics Cat #499, 3570) (figura 12C), Ac policlonal anti-propéptido de FIX (figura 12D), y Ac
policlonal anti-CTP (figura 12E). Como se informé previamente, el FIX-CTPs migré a 75 KDa.

El procedimiento de purificaciéon enriquecié significativamente la porcién FIX-CTPs a la vez que redujo
impurezas. El rendimiento del proceso de purificacién fue muy bajo en el intervalo de alrededor de 2-3 %
(datos no mostrados) debido al requisito de recolectar solo las fracciones FIX-CTPs y-carboxiladas, como se
demuestra en la inmunotransferencia anti-Gla (figura 12B). Basado en la tincibn de Coomassie y la
inmunotransferencia de FIX, la porcidon de FIX-CTPs es solo de alrededor de 60-70 %, y también se
detectaron bandas adicionales de menor peso molecular, presumiblemente con menos formas de
glicosilacion.

Actividad de coagulacién de FIX-CTPs:
Actividad cromogénica de FIX-CTPs:

Una evaluacién comparativa de la potencia in vitro de la cosecha de FIX-CTPs y de la proteina enriquecida y-
carboxilada FIX-CTPs, frente al plasma mezclado normal humano se realizé mediante el uso de un estuche
de prueba de la actividad cromogénica, disponible comercialmente, BIOPHEN (Hyphen BioMed 221802). La
cosecha de FIX-CTPs y la proteina se diluyeron en serie, y la potencia se evalué mediante la comparacion de
una curva de dosis-respuesta con una preparacién de referencia que consistié en plasma normal humano.
Como se demostré previamente, la cosecha de FIX-CTPs fue 50 veces menos activa que el plasma humano
mezclado (tabla 19, figura 13). Después de la purificacion de FIX-CTPs, la actividad cromogénica mejord
significativamente y fue solo 4,72 veces menos activa que el plasma humano mezclado (tabla 19, figura 13).
La actividad cromogénica reducida de la cosecha puede ser una consecuencia de inadecuadas
modificaciones postranscripcionales de las variantes de la proteina FIX, por ejemplo, inapropiadas gamma
carboxilacién y escisién del propéptido. Después de la purificaciéon y enriquecimiento de la fraccién y-
carboxilada FIX-CTPs, la actividad fue mejor, lo que demuestra la contribucion importante de la y-
carboxilacién a la actividad del FIX.

Tabla 19: Actividad cromogénica de FIX-CTP3

Muestra ECso0 (ng/ml) | Relaciéon de ECso muestra/plasma
Cosecha FIX-CTPs | 741,3 54,4

FIX-CTPs pur. 64,6 4,72

Plasma 13,63 1

Ensayo de coagulacién de una etapa (aPTT):

El tiempo de tromboplastina parcial activada (aPTT) es una medida de la integridad de las vias intrinseca y
comun de la cascada de coagulacién. El aPTT es el tiempo, en segundos, para que el plasma se coagule
después de la adicién de un activador de la via intrinseca, fosfolipido y calcio. Lo importante del ensayo fue
cuantificar la capacidad de FIX-CTPs para restaurar la actividad de coagulacién del plasma humano con
agotamiento de FIX mediante la adicién de rhFIX. Se mezclaron 200 pl de plasma humano deficiente de FIX
con 25 pg/ml de FIX-CTPs y se diluyeron adicionalmente en TBS. Después de una incubacién de 60
segundos a 37 °C, se afiadieron 50 pl del activador de PTT (Actina FS) y 50 pl de calcio 25 mM a la mezcla,
y se determiné el tiempo de coagulacién en segundos mediante el uso de un Coagulador Sysmex® CA 1500
(realizado por Sheba hospital, Centro Nacional de Coagulacién, mediante el uso de un ensayo de aPTT
validado). La potencia se evalu6 mediante la comparacién de FIX-CTP3 con la curva de dosis-respuesta de
una preparaciéon de referencia de plasma mezclado normal humano. Los resultados se expresan en por
ciento de actividad interpolada a partir de la curva estandar que incluye niveles de FIX de <1-110 %. FIX-
CTPs mostré una reducciéon de 15-20 veces en su actividad de coagulacion frente al plasma mezclado normal
humano ya que la actividad de 5 pg/ml, que es el valor normal de FIX en el cuerpo, se demostré que fue de
6,5 % (tabla 20).

Tabla 20: Actividad de coagulacién de FIX-CTPs
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- , . % de actividad de  FIX
Concentraciéon de FIX segun elConcentracién en la muestra(normalizado respecto al blasma
FIX- proveedor (mg/ml) analizada (ug/ml) P P
CTPs mezclado normal humano)
3,83 25 34,7
5 6,5

FIX-CTPs también mostré aumento del tiempo de coagulacion en comparacién con BeneFIX® (tabla 21 y
figura 14).

Tabla 21: Tiempo de coagulacién comparativo (aPTT)

Tiempo de coagulacién

FIX-CTP3 | BeneFIX®

38 ug/ml 77,6

19 ug/ml 83,4

7,6 ug/ml 93,2 50,6
3,8 ug/ml 104,8 57,6
1,9 ug/ml 112,2 63,7
0,95 ug/ml | 122,6 71,5
0,475 ug/ml 83,7
0,238 ug/ml 94,3

Se realiz6é un ensayo de coagulacidén adicional de manera independiente en ratones deficientes de FIX por el
Dr. Paul Monahan en la Universidad de Carolina del Norte antes de iniciar el estudio PK-PD. Los resultados
de aPTT sugirieron que la actividad de coagulacién de FIX-CTPs es 40 veces menor que el plasma humano
mezclado normal como se demuestra por el periodo més prolongado (segln se midié en segundos) y la
mayor concentracién necesaria para la actividad de coagulacién adecuada (tabla 22).

Tabla 22: Actividad de coagulacién comparativa

FIX activity (Units)

FIX-CTPs | BeneFIX®
38ug/ml 13,9
19ug/mi 8,8
7.6ug/ml 4 116,8
3,8ug/ml 1,6 67,4
1,9ug/ml 0,9 41,7
0,95ug/ml [ 0,4 22,4
0,475ug/ml 8,5
0,238ug/ml 3,7

La actividad especifica (u/ml), que se basé en el nivel del antigeno FIX segln se calculé mediante ELISA
para FIX-CTPs y BeneFIX®, fue de 4,46 y 198,9 respectivamente.

La inconsistencia en la actividad calculada de FIX-CTPs como se demuestra en los ensayos cromogénicos
frente a aPTT puede explicarse por la sensibilidad superior del ensayo de aPTT y la relevancia in vivo. En el
ensayo de actividad cromogénica, estd presente una cantidad en exceso de los reactivos y enzimas lo que
puede activar versiones de FIX menos potentes. La diferencia en los valores de actividad especifica de FIX-
CTP puede explicarse por el uso de diferentes reactivos y equipos automatizados. El valor de actividad segln
se calcul en la Universidad de Carolina del Norte se usd para el disefio del estudio PK-PD.

Deteccién de la proteina FIXa:
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Para confirmar que después del proceso de purificacién, no se produjo activacién de FIX (FIXa), se realizé un
ensayo de deteccidon de FIXa mediante el uso del ensayo cromogénico de FlXa Biophen (Cat. # Ref.
221812). El ensayo mide la cantidad de FIXa presente en una muestra especifica mediante el uso de la
cascada de actividad cromogénica, como se describié previamente. FIX-CTPs y rhFIX se diluyeron y se
evaluaron los niveles de FIXa. FIX-CTPs no se activé durante la purificacién o el almacenamiento (tabla 23).

Tabla 23: Deteccidén de FlXa

Muestra FIX-CTPs | rhFIX
Conc. inicial(mg/ml) 1000 57
rFIXa (mg/ml) BLQ 0,00487
% de FlXa en la muestra | BLQ 0,085

Estudio PK-PD de FIX-CTPs: FIX-CTPs y rhFIX (BeneFIX®) se administraron en una Unica inyeccién
intravenosa a los ratones C57BI deficientes de FIX en una dosis de 625 pg/kg de peso corporal que contenia
100 Ul de FIX/kg de peso corporal. Las muestras de sangre se extrajeron de manera retroorbital de 3 ratones
alternativamente a las 0,25, 4, 24, 48, 72 y 96 horas después de la dosificacién. El plasma citratado (0,32 %)
se preparé inmediatamente después del muestreo y se almacené a -20 °C hasta su analisis. Se evalué el
nivel del antigeno hFIX, y se realizé un anélisis PK detallado. Para evaluar la capacidad de FIX-CTPs de
prolongar la actividad de coagulacidén de los animales deficientes del FIX en comparacién con BeneFIX®, se
calculd la actividad del FIX en muestras plasmaticas citratadas, extraidas de ratones tratados FIX-/-,
mediante el uso de un ensayo automatizado de la actividad del FIX (tabla 24).

Tabla 24: Descripcién del estudio

Producto Administracién Dosis NUm. de Puntos de Cantidad
ratones extraccién (horas | requerida
después de la
dosificacién)
**Cohorte | FIX-CTPs | Dosis tnica: IV | 100 UI/Kg 2,5 12 0,25, 1, 4,8, 16, 6636 ug
1 Ul/ratén (553 ratones, 24 48
pg/ratén)
Cohorte 2 | FIX-CTPs | Dosis Unica: IV 472 pg/Kg 18 *0,25,1%, 200 g
12,57 ratones 4* 8* 16*, 24* 12,57
pg/ratdén 48* 72* 96* pg/ratén
**Cohorte | BeneFIX® | Dosis Unica: IV | 100 Ul/Kg 2,5 18 0,25,1,4,8,16,24, | 226,3 ug
3 Ul/ratéon ratones, 48, *72,*96 12,57
pg/ratdén

* Puntos de extraccién para PK solo
** Sangrado por la vena de la cola en T=48 después de la dosificacién, cohortes 1y 3

Perfil farmacocinético de FIX-CTP3 en ratones FIX'

La concentracién del FIX se cuantificé mediante el uso de estuches de ELISA para FIX humano (Affinity
Biologicals; Cat. # FIX-AG RUO). El perfil farmacocinético se calculé para cada proteina y es la media de tres
animales en cada punto de tiempo. La tabla 25 mas adelante y la figura 15 resumen las concentraciones de
FIX calculadas en los diferentes puntos de tiempo de muestreo para las cohortes 1 y 3. Mas adelante se
presentan el perfil PK y un resumen de los parametros PK (tablas 26 y 27). También se realizd un analisis PK
para la cohorte #2 para verificar la exposiciéon (datos no mostrados).

Tabla 25: Concentraciones de FIX

Time point(h) | FIX-CTP3 ng/ml | BeneFIX® ng/ml
0,25 3645,397 2823,023
1 2411,09 2416,248
4 1703,205 1506,228
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8 1139,736 864,764
16 415,32 347,465
24 238,37 158,7973
36 141,0105 94,40067
48 95,461 42,28833
72 76,90953 11,87567
96 24,955 BLQ

Se usd un moédulo de dos compartimentos (programa informatico WinLin) para determinar AUCO-inf, Tterminal Y
aclaramiento (CL). Los parametros PK se describen mas adelante en la tabla 26.

Tabla 26: Propiedades PK

Versién _ del | T%a T% B | AUC CL MRT | Vss (MI/Kg)
FIX (1/h) (1/h) ng/mi*h mi/Kgh | (h)

BeneFIX® 3.4 12,7 22428 29 15 320,8
FIX-CTP3 4 28,7 31770 19 22 4252

La adicion de los tres “casetes” de CTP al rhFIX prolongé el tiempo de vida media in vivo de FIX en al menos
2,5 veces. El AUC después de la administracién in vivo de FIX-CTP3s aumenté 2 veces frente a rhFIX. Los
ratones inyectados con FIX-CTPs demostraron un mejor perfil PK en comparacidn con los ratones inyectados
con BeneFIX®.

Perfil farmacodinamico de FIX-CTPs en ratones deficientes de FIX:

En paralelo al muestreo de PK, los animales deficientes del FIX administrados con BeneFIX® o FIX-CTPs, las
muestras plasméticas citratadas, se evaluaron en cuanto a su actividad de coagulacién mediante el ensayo
de aPTT, que se tradujo a % de actividad. El % de actividad en cada punto de muestreo se calculé como el
tiempo de coagulacién actual/tiempo de coagulacién del plasma mezclado de ratones normales * 100. La
tabla 27 resume los valores de actividad después de la administracién de BeneFIX® o FIX-CTPs.

Después de la administracién de FIX-CTPs, se detecté una actividad de coagulacidén significativa una hora
después de la administracién que alcanzé el 96 % de actividad a las cuatro horas después de la dosificacién,
mientras que el mayor valor de actividad de BeneFIX® fue de 40 % (tabla 27, figura 16). La actividad de
coagulacién de FIX-CTPs se mantuvo durante un periodo de tiempo mas prolongado, lo que demuestra una
actividad prolongada. La actividad de coagulacién para los ratones tratados con BeneFIX® no se detecté en
los puntos de tiempo después de las 36 horas, mientras que los ratones tratados con FIX-CTPs mantuvieron
una actividad medible a las 72 horas después de la dosificacién (tabla 27, figura 16). El anélisis del perfil
farmacocinético del % de coagulacién sugiere que la actividad de coagulacién de FIX-CTPs se mantiene
durante un periodo significativamente mas prolongado y su tiempo de vida media es casi 2 veces mayor que
para Benefix® (tabla 28).

Tabla 27. % de actividad FIX

Horas después de la dosificacion | BeneFIX® % de actividad | FIX-CTP3 % de actividad
0,25 39,9 1,0

1 33,4 15,5

4 24,9 93,6

8 18,8 65,2

16 10,3 39,9

24 1,7 11,9

36 1,4 11,0

48 <1 46

72 <1 1,4

Tabla 28: Actividad de coagulacién
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Versién del FIX Version TY%a(1/h) T (1/h)
BeneFIX® 57 —_
FIX-CTPs 7,3 16

9.3 Reto de sangrado en ratones deficientes de FIX

Los ratones deficientes de FIX se administraron con una Unica inyeccién intravenosa de 100 Ul/kg de
BeneFIX® o rFIX-CTPs. La vena de la cola se comprimid ligeramente 48 horas después de la dosificacion, y
se evaluaron el tiempo de sangrado por la vena de la cola (TVBT) y la intensidad del sangrado (DO de
hemoglobina). Un segundo reto de sangrado se realizé 15 minutos después de alcanzar la homeostasis, y se
midieron los mismos parédmetros. Después del primer reto de sangrado, el sangrado de los animales
administrados con FIX-CTPs fue significativamente menos intenso que el sangrado para BeneFIX® como se
demuestra por los valores de DO de hemoglobina (figura 17).

Dado que se informd previamente que, durante el primer reto de sangrado en ratones hemofilicos, el tiempo
de sangrado no necesariamente se correlaciona con la eficacia del tratamiento, se recomienda evaluar la
homeostasis después de un sangrado adicional. Una vez que el primer sangrado se detuvo espontanea o
manualmente, se realizé un segundo reto de sangrado 15 minutos después del primero, y se volvieron a
medir el tiempo y la intensidad del sangrado. Durante el episodio del segundo sangrado los animales
administrados con FIX-CTPs tuvieron una reduccién del tiempo de sangrado y de la intensidad, lo que
demuestra que FIX-CTPs fue potente en puntos de tiempo més tardios (figura 18).

Finalmente, los animales también se observaron durante las 12 horas después del segundo reto de
sangrado, y se registraron todos los eventos de sangrado recurrentes. Los animales administrados con FIX-
CTPs fueron capaces de mantener la homeostasis sanguinea durante las préximas 12 horas sin que
volvieran a ocurrir eventos de sangrado. Por el contrario, el 50 % de los ratones tratados con BeneFIX®
tuvieron episodios espontaneos de sangrado por la cola (tabla 29).

Tabla 29: Resultado 12 horas después del corte de la cola

Grupo de ratones [Nuevo sangrado tardioMuerte o angustia que requiera eutanasial
FIX-CTPs(100 Ul/kg) 0/5 (0 %) 0/5
BeneFIX® (100 Ul/kg) 3/6 (50 %) 0/6

FIX-/- (no tratados) 5/6 (100 %) 1/6

FIX-CTPs recombinante, una proteina de fusién compuesta de una Unica molécula de FIX fusionada a tres
“casetes” de CTP en tdndem se desarrollé para abordar el corto tiempo de vida media de los productos de
FIX disponibles actualmente que se usan para tratar a los pacientes con hemofilia B. Nosotros hemos
demostrado que el tiempo de vida media de eliminacién de rFIX-CTPs fue consistentemente 2,5 a 4 veces
mas prolongado que el de rFIX en ratas (como se informé previamente) y en ratones deficientes de FIX.

Sin estar atados por la teoria, la proteina de fusién reduce el aclaramiento del FIX y protege al FIX de la
actividad de proteasas, la degradacién por enmascaramiento y reduce la afinidad del FIX por los receptores
hepaticos. En conjunto estas caracteristicas del dominio CTP extienden el tiempo de vida media de FIX.

Ademas del analisis farmacocinético de rFIX-CTPs, examinamos las propiedades farmacodindmicas de FIX-
CTPs en ratones deficientes de FIX. rFIX-CTPs y rFIX, se administraron en dosis comparables (en unidades)
para compensar los niveles de deficiencia en la coagulacién en los ratones deficientes de FIX. Sin embargo,
el efecto de rFIX-CTPs en los ratones deficientes de FIX se prolongd significativamente a al menos 76 horas
después de la dosificacién, para alcanzar un pico de actividad mayor. La actividad de coagulacién de FIX-
CTPs comenzé después de un retraso de 1 hora en comparacidén con BeneFIX®. La activaciéon de FIX puede
requerirse ya que la adicién de tres CTP en tandem podria enmascarar teéricamente el sitio de activacién y
retrasar el inicio de la cascada. Después de la administracién de FIX-CTPs, se observé una actividad méxima
del 100 %, mientras que la actividad de BeneFIX® fue de solo 40 %. La actividad inicial superior es un
parametro muy importante y demuestra que la adicién de 3 CTP tiene el potencial de mejorar la recuperacién.

La terapia de reemplazo de FIX de manera profilactica para los pacientes con hemofilia B ayuda a mantener
los niveles plasmaticos de 1-2 % de la actividad de coagulacién normal. El ensayo de sangrado por la vena
de la cola es una prueba in vivo sensible que mide la capacidad para mantener la homeostasis del sangrado
a valores bajos de actividad lo cual imita el modelo de homeostasis del sangrado en humanos. En respuesta
al reto de sangrado por la vena de la cola 48 horas después de la dosificacién, los animales administrados
con rFIX-CTPs mantuvieron la homeostasis sanguinea con episodios de sangrado més cortos y menos
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graves, lo que demuestra una actividad de coagulacién sostenida.

FIX es una proteina compleja que contiene una serie de dominios funcionales que experimentan grandes
modificaciones postraduccionales. Una de las modificaciones postraduccionales esenciales para la actividad
del FIX es la gamma-carboxilaciéon de los primeros 12 acidos glutamicos en el dominio Gla por la y-glutamil
carboxilasa dependiente de la vitamina K. Esta modificacién facilita la unién de FIX a las membranas
fosfolipidicas y, por lo tanto, es critica para su funcién. El FIX que no estd gamma-carboxilado no es
funcional, y por tanto la gamma-carboxilacién es una etapa limitante de la velocidad.

Este estudio PK-PD se realizé mediante el uso de células transfectadas transitoriamente. Se realiza una
amplia evaluacién analitica de las modificaciones postraduccionales en la proteina FIX-CTPs; estable
producida y secretada por un clon optimizado estable.

Basado en los datos presentados, el factor de coagulacién FIX-CTPs tiene el potencial de reducir la
frecuencia de inyecciones en los pacientes que reciben dosis profilacticas de rutina de una terapia de
reemplazo de FIX. Se anticipa que rFIX-CTPs puede conferir una proteccién prolongada contra la hemorragia
después de cada dosis del factor, disminucién de las unidades totales del factor necesarias para tratar los
episodios de hemorragia, y/o mantenimiento de la hemostasis adecuada durante los procedimientos
quirdrgicos con menos inyecciones.

Ejemplo 4
Generacién y utilizacién del Factor de coagulacién FVII

Una versién de accidén prolongada del factor de coagulacion Factor VIl activado (FVlla) sera util para el
tratamiento de pacientes con hemofilia A y B. La proteina recombinante FVIla-CTPs tiene el potencial clinico
de mejorar el tratamiento de pacientes de hemofilia mediante la reduccién de la frecuencia de infusiones e
incluso mediante la reduccién de la carga del farmaco, lo que permite un enfoque de tratamiento profilactico
que puede mejorar significativamente la calidad de vida del paciente, evitar episodios espontaneos de
hemorragia y dafio acumulado a la articulacién y otros érganos.

En la presente se describe la generaciéon de una molécula FVlla recombinante-CTP con un tiempo de vida
media prolongado basado en la fusién del FVIlI con un CTP humano. El FVIla recombinante-CTP se expresd
en células de mamifero y se caracterizé in vitro e in vivo. Se demostré que la actividad de rFVII-CTP fue
comparable con rFVIl. Los estudios farmacocinéticos y de eficacia en ratas demostraron mejores
propiedades del rFVII-CTP. Los resultados de este estudio demostraron que es posible desarrollar una
molécula de rFVlla con tiempo de vida media prolongado con propiedades hemostéticas muy similares a la
enzima de tipo silvestre.

Clonaciéon y expresién de la molécula de FVII recombinante: Se construyeron numerosos clones del Factor
VIl en nuestro vector de expresion en eucariotas (pCl-dhftr) (figura 19). El clon de ADNc de FL verificado
MGC humano (IRCM) que contiene la secuencia del factor de coagulacion VIl de homo sapiens se solicité a
“Open Biosystems” (OB-MHS4426). Los siguientes cebadores se sintetizaron por Sigma-Genosys en la
siguiente secuencia: Cebador 67: S’CTCGAGGACATGGTCTCCCAGGCCC3' (contiene el extremo 5 del
ADN del Factor VIl y el sitio de restriccion de Xhol) (sec. con nim. de ident.: 5); Cebador 68R: 5’
TCTAGAATAGGTATTTTTCCACATG3’ (contiene el sitio de restricciéon de Xbal) (sec. con num. de ident.: 6);
Cebador 69: 5 TCTAGAAAAAAGAAATGCCAGC?3 (contiene el sitio de restriccién de Xbal) (sec. con num.
de ident.: 7); y Cebador 70R: 5’GCGGCCGCATCCTCAGGGAAATGGGGCTCGCAZ (contiene el extremo 3’
del ADN del Factor VIl y el sitio de restriccién de Notl) (sec. con nim. de ident.: 8).

La clonacién se realizd en dos conjuntos de reacciones de PCR. La primera reacciéon se realizé con el
cebador 67 y el cebador 68R mediante el uso de un ADNc plasmidico con la secuencia del factor VIl (OB-
MHS4426) como molde; como resultado de la amplificaciéon por PCR, se formé un producto de ~534 pb, se
aislé y se ligé al vector de clonacién TA (Invitrogen, nim. de catédlogo: K2000-01). Se aislé un fragmento de
Xhol -Xbal que contenia el amino terminal de la secuencia del factor VII. La segunda reaccién se realizé con
el cebador 69 y el cebador 70R y de nuevo, un ADNc plasmidico con la secuencia del factor VII (OB-
MHS4426) se usé como molde. Como resultado de la amplificacién por PCR, se formé un producto de ~813
pb y se ligd al vector de clonacién TA (Invitrogen, nim. de catalogo: K2000-01). Se aislé un fragmento de
Xbal-Notl que contenia el carboxilo terminal de la secuencia del factor VII. Los dos fragmentos se insertaron
en nuestro vector de expresion en eucariotas pCl-dhfr (triple ligadura) para producir el clon 501-0-p136-1.

El pldsmido 501-p136-1 (Factor VIl en el vector pCl-dhfr) se digirié con las enzimas de restriccion Xhol y
Kpnl. Se aisld un fragmento de ~1186 pb. Un clon parcial del Factor VIl (1180 pb-1322 pb) seguido por una
secuencia CTP, una secuencia de terminacién y una secuencia de Notl que se sintetizé6 por GeneArt
(0721543) se digirié con las enzimas de restriccién Kpnl y Notl. Se aislé un fragmento de ~253 pb. Los dos
fragmentos se insertaron en nuestro vector de expresién en eucariotas pCl-dhfr (triple ligadura) para producir
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el clon 501-1-p137-2. pCl-dhfr-701-2-p24-2 se digirié con las enzimas de restriccibn Xhol y Apal, y el
fragmento grande (vector) se aisl6.

pCl-dhfr-501-2-p137-2 (Factor Vll-ctp x1) se digirié con las enzimas de restriccién Xhol y Apal, y se aislé un
inserto de ~1200 pb. El vector y el inserto se ligaron para producir 501-2-p139-2. Las células Dg44 se
sembraron en placas para cultivo de tejidos de 100 mm y se cultivaron hasta una confluencia de 50-60 %. Se
us6 un total de 2 ug de ADN para la transfeccién de una placa de 100 mm mediante el uso del reactivo
FuGene (Roche) en medio libre de proteina (Invitrogen CD Dg44). El medio se eliminé a las 48 horas
después de la transfeccion y se reemplazd con un medio libre de proteina (Invitrogen CD Dg44) sin
nucleésidos. Después de 14 dias, la poblacién celular transfectada se transfirié a matraces T25 para el
cultivo de tejidos, y la seleccién se continud durante 10-14 dias hasta que las células comenzaron a crecer
bien como un clon estable. Los clones con alta expresion se seleccionaron y se usaron aproximadamente
2x107 células para inocular 300 ml de medio de crecimiento en una botella tipo rodillo de 1700cm? (Corning,
Corning NY), suplementado con vitamina K3 a 5 ng/ml (menadiona bisulfato de sodio; Sigma). El medio de
produccién (cosecha) se recogié después de una disminucién rapida en la viabilidad celular hasta alrededor
de 70 %. El medio de produccién se clarificd primero y después se concentrdé aproximadamente 20 veces y
se dializ6 con PBS mediante el uso de un casete de filtracién de flujo (10KDaMWCO; Millipore Corp, Billerica,
MA).

Determinacién del nivel del antigeno FVII

El ADNc que codifica al péptido CTP se fusioné al extremo 3’ del ADNc que codifica al FVII humano. La
construccién de rFVIl correspondiente se transfecté a las células Dg44. Como control, se utilizé un ADNc de
rFVII humano. El medio de produccidn (cosecha) se recogid, se concentrd y el FVIl recombinante secretado
se evalué adicionalmente. Se determinaron los niveles de los antigenos rFVII, rFVII-CTP y rFVII-CTP-CTP
mediante un estuche de ELISA para FVII humano AssayMax (AssayPro) (figura 20A). No se encontraron
diferencias significativas en el nivel de secrecién de rFVII-CTP y rFVII-(CTP)2 en comparacién con rFVII
nativo.

Transferencias de SDS-PAGE

El analisis por SDS-PAGE se realizé mediante la carga de 50 ng de cada proteina rFVIl de cosecha,
purificada o activada. Las muestras se cargaron en gel de Tris-glicina al 12 % mediante el uso del marcador
de proteina de color dual Precision Plus (Bio-Rad). El anélisis por SDS-PAGE se llev6é a cabo mediante la
realizacién de una inmunotransferencia Western con el uso de un anticuerpo monoclonal anti-FVII humano
(Ac) (R&D systems) o un anticuerpo policlonal anti-CTP generado en conejo.

El nivel del antigeno rFVII se correlacion6 con el nivel detectado de proteina en una inmunotransferencia de
SDS-PAGE con Ac anti-FVII. El rFVII-CTP migré como una Unica banda, mientras que el peso molecular
correspondiente del control de FVII fue de aproximadamente 52 KDa (datos no mostrados). Ambas proteinas
reaccionaron con los anticuerpos especificos para FVII en las inmunotransferencias. El rFVII-CTP también
reaccioné con anticuerpos especificos para CTP. rFVIl se secreté en su forma de zimégeno sin traza de la
proteina activada.

Actividad cromogénica de FVII:

Las actividades de rFVII, de la cosecha de rFVII-CTP y de rFVII-(CTP)2 se determinaron mediante el uso de
un estuche de prueba cromogénica disponible comercialmente (estuche de ensayo para la actividad
cromogénica del FVII humano AssaySense (AssayPro). Para la caracterizacién funcional del rFVII-CTP y su
capacidad para activarse adicionalmente (FVlla), el rFVII-CTP concentrado (cosechas) se colocaron en un
estuche de prueba cromogénica disponible comercialmente que mide la capacidad de TF/FVlla para activar
el Factor X a Factor Xa que en presencia del sustrato especifico de FXa libera una sefial cuantificable
(AssayPro). La adicion del péptido CTP en el extremo C-terminal de la proteina rFVIl no deterioré la actividad
de serina proteasa del FVII (figura 20B, 20C).

Actividad de coagulacién del FVII:

El tiempo de protrombina (PT) mide la via de coagulaciéon extrinseca. El PT es el tiempo (medido en
segundos) necesario para que el plasma coagule después de la adicién de un activador de la via extrinseca,
fosfolipido y calcio. Se usa para determinar la tendencia de coagulacién de la sangre, especificamente en la
medida de la dosificacién de warfarina, dafio hepético, y estado de la vitamina K. El intervalo de referencia
para el tiempo de protrombina estd usualmente alrededor de 12-15 segundos. Especificamente, el ensayo
cuantificé la capacidad de la cosecha de FVII-CTP y FVII-(CTP). para restaurar la actividad de coagulacidn
del plasma humano con agotamiento de FVII mediante la adicién de rhFVIl. Se mezclaron 300 pl de plasma
humano deficiente de FVIlI con 100 pl de FVII, cosechas de FVII-CTP y FVII-(CTP)2 a concentraciones
especificas, o plasma humano normal mezclado y se diluyeron adicionalmente. Después de una incubacién
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de 60 segundos a 37 °C, se afiadi6 el factor tisular (TF), CaClz, y fosfolipidos a la mezcla. Se determind el
tiempo de coagulacién en segundos. La potencia se evalué mediante la comparacién de una curva de dosis-
respuesta de las cosechas de FVII-CTP y FVII-(CTP)2 con una preparacién de referencia que consistié en
rhFVII o plasma humano mezclado. Una unidad de FVII activo se definié como la cantidad de FVII que iguala
la actividad de un ml de plasma humano normal. La actividad de coagulacién por PT de rFVIl y rFVII-CTP se
midi6é en un coagulémetro (Instrumentation Laboratory).

Como se mostrd previamente, la adicién de un péptido CTP en el extremo C-terminal de la proteina rFVIl no
afect6 su actividad de serina proteasa y condujo a la iniciacién y activaciéon de un Factor X nativo y Factor IX
en plasma humano. Después de la insercién de un CTP adicional en el C terminal, hubo una reduccién de
tres veces en la actividad de serina proteasa (datos no mostrados).

Estudio farmacocinético:

Las cosechas de rFVII, rFVII-CTP, y rFVII-(CTP)2 se administraron por via intravenosa a las ratas Sprague-
Dawley (seis ratas por sustancia) con una dosis de 100 ug/kg de peso corporal. Para todos los experimentos
in vivo, la cantidad de la proteina respectiva se determiné sobre la base de un estuche de ELISA para FVII.
Para cada sustancia de prueba FVII, la cantidad inyectada se calculé teniendo en cuenta las diferencias en el
peso molecular de rFVIl frente a rEVII-CTP, lo que conduce a una concentracién molar diferente.

Las muestras de sangre se extrajeron de manera retroorbital mediante el uso de un esquema de muestreo
alternante para minimizar la interferencia del procedimiento de muestreo en los niveles a cuantificar: de 3
ratas a los 30 y 90 min y a las 2, 6 y 48 horas, y de las tres ratas restantes alos 15 y60 miny alas 1,5, 4, y
24 horas alternativamente. El plasma se prepard inmediatamente después del muestreo y se almacené a -20
°C hasta su analisis. La concentracién de FVII se cuantificd mediante un ensayo especifico ELISA para FVII.
El tiempo de vida media y el area bajo la curva (AUC) se calcularon mediante el uso de una regla trapezoidal
lineal. La comparacién de estos parametros de aclaramiento revel6 que el tiempo de vida media in vivo y el
AUC de rFVII-(CTP)2 son significativamente mayores que los de rFVII (tabla 30).

Tabla 30: Parametro del estudio PK

Grupo Ruta | Dosis TV AUCo-t CL/F MRT
Hg/kg min ng/min/mL | mL/min/kg [ min

FVil v 60 4,07 3314,7 6,195 6,2

FVII - CTP v 60 R=51,06 | 313539 0,287 73,7
FVII-CTP-CTP | IV 60 R= 13,66 7626,8 1,18 15,4

Caracterizacién de FVlla recombinante-CTP:

Durante la activacion, el FVII se escinde en R152 lo que resulta en que los dominios de las cadenas pesada y
ligera se mantienen juntos por un Unico puente disulfuro. rFVIla-(CTP)2 se purifica y activa mediante un
proceso de purificacién en una columna de intercambio i6nico. Para evaluar completamente el rFVIla-(CTP)z,
la proteina se carga en SDS-PAGE en condiciones reductoras para el FVlla comercial (NovoSeven®). Los
dominios de la cadena pesada y la ligera se separan y migran como bandas separadas de pesos moleculares
55y 25 KDa. Ambas proteinas reaccionan con anticuerpos especificos para FVII, pero la cadena pesada del
rFVIla-CTP reacciona especificamente con anticuerpos especificos anti-CTP, lo que indica que esta banda
representa la cadena pesada de FVII fusionada al CTP. La cadena ligera reacciona especificamente con Ac
anti-gamma carboxilasa. La concentracién de la proteina FVlla se determina mediante el estuche de ELISA
especifico para FVlla.

Secuenciacién del N-terminal de FVlla:

rEVII-CTP-CTP en proteinas purificadas activadas o como zimégeno se separa mediante SDS-PAGE (en
Tris-glicina al 12 %) y posteriormente se electrotransfiere a una membrana de PVDF. Las bandas de interés
se cortan y se colocan en un filtro de fibra de vidrio purificado y tratado con Biobrene. El anélisis de la
secuencia del N-terminal se lleva a cabo mediante degradacién de Edmann con el uso de un secuenciador
de proteina liquida con pulsos, equipado con un sistema de microgradientes HPLC 140C. La identidad de la
proteina recombinante y la adecuada escision del propéptido se verifican adicionalmente mediante
secuenciacion del N-terminal.
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Actividad de coagulacién del FVlla:

Para evaluar la actividad de coagulacién de FVII(CTP)e, se realiza un ensayo del tiempo de tromboplastina
parcial activada (aPTT). La muestra de plasma deficiente de FVII se sustituye con rFVila (NovoSeven®) o
rFVIla-(CTP)2. Se mezclan 300 ul de plasma humano deficiente de FVII con 100 pl de FVlla o rFVIla-(CTP)2
a las concentraciones especificas, o plasma humano mezclado normal que se diluye adicionalmente.
Después de una incubacién de 60 segundos a 37 °C, se afiaden el factor tisular (TF), CaClz y fosfolipidos a la
mezcla. Se determina el tiempo de coagulacibn en segundos. La potencia se evalla mediante la
comparacion de una curva de dosis-respuesta de rFVIla-(CTP)2 con una preparacién de referencia que
consiste en rhFVlla o plasma mezclado normal humano. Una unidad de FVlla se define como la cantidad de
FVlla que iguala la actividad de 1 ml de plasma humano normal. La actividad de coagulacién por aPTT del
rFVIlLy rFVIla-(CTP)2 se mide en un coaguldmetro (Instrumentation Laboratory). La actividad de coagulacion
por aPTT de rFVlla y rFVIla-(CTP)z es similar.

Estudios farmacocinéticos en ratas:

Para caracterizar la influencia de la adicién de CTP al rFVlla sobre su potencial de longevidad, se realiza un
estudio farmacocinético comparativo en ratas. NovoSeven® (rFVlla) y rEVIla-(CTP)2 en TBS se inyectaron IV
a 6 ratas SD. Los niveles de FVlla en el tiempo se detectan mediante el uso de un estuche de ELISA para
FVlla. El tiempo de vida media y el AUC se calculan para cada proteina. La comparacién de estos
parametros de aclaramiento revela que las medidas del tiempo de vida media in vivo, la recuperacién y el
AUC del rFVIla-(CTP)2 son superiores a las de NovoSeven®.

Modelo de eficacia de FVIla-CTP in vivo (modelo de hemofilia en ratén deficiente de FVIII):

Para evaluar el modelo de actividad in vivo, se obtienen ratones con inactivacién del FVIII, y se establece una
colonia de reproduccién. 10 yg de hFVlla recombinante comercial (NovoSeven®) o rFVIla-(CTP). se
inyectaron en la vena de la cola de un ratén con inactivacion del FVIII anestesiado (22-28 g). La cantidad de
proteina inyectada es igual a la concentraciéon requerida de FVIIl en el plasma normal (5 pg/ml). Las
muestras de sangre se toman de la cola comprimida a los tubos capilares heparinizados en puntos de tiempo
especificos. Las muestras de plasma se evallan en cuanto a los niveles de FVlla mediante ELISA, y la
eficacia se mide mediante un ensayo de coagulacién de PTT.

En este estudio, se genera una construcciéon de fusién del FVII con CTP. Esta proteina recombinante es la
base para un tratamiento que proporciona un tiempo de vida media prolongado y retencién de la potencia
terapéutica.

Estos resultados sugieren que rFVIla-(CTP)2 tiene una eficacia terapéutica similar al rFVlla en pacientes de
hemofilia. Ademas, esta tecnologia requiere una dosificacibn menos frecuente. Parece que una Unica
inyeccion de rFVIla-(CTP)2 es suficiente para controlar los episodios de hemorragia y reducir la cantidad de
inyecciones que se necesitan durante una intervencién quirdrgica. Esta proteina recombinante puede usarse
como un tratamiento profilactico a largo plazo.

Ejemplo 5

Evaluacién comparativa de FVII-CTPs, FVII-CTP4, y FVII-CTPs purificados

5.1 Objetivo del estudio

Evaluacién comparativa de los parametros farmacocinéticos y la actividad de coagulacién de FVII-CTPs y
FVII-CTPs frente a FVII-CTPs.

5.2 Produccién de las cosechas de FVII-CTP4y FVII-CTPs

El ADNc del FVII fusionado en el extremo C-terminal a cuatro o cinco secuencias de CTP en tandem se
expresé en células Dg44 mediante el uso del sistema de expresién Excellgene en presencia de vitamina K3 a
20 pg/L (Sigma, Mennadion). La cosecha se recogi6 (300 ml), se filtré y congelé.

5.3 Produccién de la cosecha de FVII-CTPs

FVII-CTPs se expresé en el laboratorio en sistema de expresién en mamiferos, células CHO, mediante el uso
del vector pCI-DHFR. La mezcla estable transfectada #71 se cultivé en matraces de agitacién, en presencia

de vitamina K3 a 25 ng/L (Sigma). Las cosechas se recolectaron y filtraron.

Todas las cosechas de FVII-CTP (3, 4 y 5 CTP) se concentraron y dializaron contra TBS (Tris 50 mM, NaCl
150 mM, pH 7,4) mediante el uso de Pellicon XL MWCO 10 kDa.
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5.4 Determinacién del nivel del antigeno FVII

El nivel del antigeno FVII se determin6é mediante el uso de un estuche de ELISA para FVIl humano (Zymotest
HyPhen) (tabla 31). La concentracién de proteinas calculada es el promedio de dos ejecuciones
independientes.

Tabla 31: Nivel del antigeno FVII

FVII-CTPs | FVII-CTP4 | FVII-CTPs
Pr. (ng/ml) | 224357,3 | 87884,1 589423
SD 44789,5 3248,7 5309
%CV 20,0 3,7 9

5.5 Inmunotransferencia de FVII-CTP

Las cosechas de FVII-CTPs, FVII-CTP4 y FVII-CTPs se cargaron en gel de Tris-glicina al 12 % (expedeon)
mediante el uso del marcador de proteina de color dual Precision plus (Bio-Rad). El analisis por SDS-PAGE
se realizé mediante inmunotransferencia Western con el uso del Ac policlonal anti-CTP (Adar Biotech
Production) o Ac anti-Gla (American Diagnostica).

El FVII fusionado a tres, cuatro y cinco CTP migré a 80, 90 y 100 KDa, respectivamente. Como se esperaba,
las cosechas de FVII-CTP4 y FVII-CTPs de Excellgene contienen bajo contenido de gamma carboxilacién en
comparacion con la cosecha de FVII-CTPs que se produjo en Prolor ya que el proceso de producciéon no se
optimizé (figura 21).

5.6 Evaluaciéon comparativa de la potencia de FVII in vitro

Una evaluacién comparativa de la potencia in vitro de FVII-CTPs, FVII-CTP4 y FVII-CTPs purificadas en HA
(fraccidn altamente gamma carboxilada) frente al plasma mezclado normal humano se realizé mediante el
uso de un estuche de prueba de la actividad cromogénica disponible comercialmente, BIOPHEN (Hyphen
BioMed 221304). Todas las muestras se diluyeron en serie, y la potencia se evalué mediante la comparacién
de una curva de dosis-respuesta con una preparacién de referencia que consistié en plasma normal humano.
FVII-CTPs y FVII-CTPs demostraron menor actividad cromogénica que el plasma normal mezclado (figura
22). FVII-CTP4 demostré mayor actividad como se refleja por las relaciones de EC50, en comparacién con
FVII-CTP3 y FVII-CTP5 (tabla 32).

Tabla 32: Actividad de coagulacién de FVII in vitro

Muestra EC50 (ng/ml) | Relacién de EC50 muestra/plasma
Plasma 0,05

FVII 3CTP | 0,12 2,72
FVII 4CTP | 0,03 0,71
FVII 5CTP | 0,06 1,35

5.7 Actividad de coagulacidn del FVII in vitro:

El ensayo de actividad del Factor VIl (FVIl), que se realizé en Sheba Medical Center, Centro Nacional de
Coagulacién de Israel, es un ensayo basado en la protrombina (PT) mediante el uso de plasma inmuno-
adsorbido deficiente en el Factor VIl (Siemens). El reactivo del PT es innovin, y el ensayo se realiza en el
instrumento CA 1500 Sysmex®. El intervalo normal del FVII esta dentro de 55-145 %.

Tabla 33: Actividad cromogénica de FVII in vitro

Muestra % de actividad | Concentracion en la muestra analizada | Concentracion
de FVII (Mg/ml) (Mg/ml)

FVII 3CTP 36 0,5 2242
18 0,25
6 0,125

FVII 4 CTP 334 0,5 87,9
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176 0,25
93 6,25
FVIISCTP | 38 0,5 58,9
19 0,25
10 0,125

Dado que el nivel normal de FVII circulante en el cuerpo es alrededor de 0,5 pg/ml, las cosechas de FVII-
CTPs y FVII-CTPs muestran reducciones de 3 veces en su actividad de coagulacion frente al plasma
mezclado normal humano; este resultado se correlaciona con la actividad cromogénica obtenida (tabla 33).

La cosecha de FVII-CTP4 muestra un aumento de 3 veces en su actividad de coagulacién potencial frente al
plasma mezclado normal humano como se observa en el ensayo de actividad cromogénica (tabla 33). El
porcentaje de actividad de FVII-CTP4 es mucho mayor en comparacién con el porcentaje de actividad de
FVII-CTPs y FVII-CTPs. Las limitaciones metodolégicas del método de ELISA pueden limitar la precisién de
los calculos del nivel de Ag de FVII-CTPa.

5.8 Estudio farmacocinético

Se realizaron dos estudios farmacocinéticos para determinar los parametros farmacocinéticos (PK) de FVII-
CTPs, FVII-CTP4 y FVII-CTPs. Durante el primer estudio, FVII-CTPs, FVII-CTP4 y FVII-CTPs (Grupos A, By
C, respectivamente) se administraron en una Unica inyeccién intravenosa a las ratas Sprague Dawley (seis
ratas por tratamiento) en una dosis de 250 pg/kg de peso corporal. Las muestras de sangre se extrajeron de
manera retroorbital de 3 ratas alternativamente a las 0,083, 0,5, 2, 5, 8, 24, 48, 72 y 96 horas después de la
dosificacion (tabla 34). El plasma citratado (0,38 %) se preparé inmediatamente después del muestreo y se
almacend a -20 °C hasta su analisis.

Tabla 34: Disefio del estudio farmacicinético — Cosecha concentrada

Grupo de
tratamiento

Elemento
de prueba

Num. Animales/
grupo/punto de
tiempo

Via de
dosificacién

Nivel de
dosis (ug
por animal)

Vol.
inyectado

(M)

Conc.
(Hg/ml)

Puntos de
tiempo (horas
después de la

dosificacién)

FVII-CTP*3

6

v

50

200

250

0 (antes de la

dosis) 0,083,
0,5, 2,5, 8, 24,
48, 72, 96
0 (antes de la
dosis) 0,083,
0,5, 2,5, 8, 24,
48, 72, 96
0 (antes de la
dosis) 0,083,
0,5, 2,5, 8, 24,
48, 72, 96

B FVII-CTP*4 6 v 50 200 250

C FVII-CTP*5 6 v 50 200 250

La concentracién de FVIl en las muestras de plasma se cuantificé mediante el uso de estuches de Elisa para
FVII humano (Zymutest FVII-Biophen). El perfil farmacocinético se calculé y es la media de 3 animales en
cada punto de tiempo. Los valores del tiempo de vida media terminal se calcularon mediante el uso del
programa informatico PK Solutions 2.0. La tabla 35 mas adelante resume las concentraciones calculadas de
FVIlI en los diferentes puntos de tiempo de muestreo. El perfil PK (Figuras 23-24) y un resumen de los
parametros PK (tabla 36) también se presentan mas adelante. FVII-CTPs demostré un perfil superior en
comparacion con FVII-CTPsy FVII-CTP4 (tabla 36).

Tabla 35: Primer estudio farmacocinético — Concentraciones de FVII

Tiempo | PROM-FVII-3-CTP SD | PROM-FVII-4-CTP SD PROM-FVII-5-CTP SD
(h) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)

0,083 4214 583 | 3600 427 | 4888 504
0,5 3386 892 | 5213 1682 | 5384 2549
2 1138 219 | 3603 1338 | 3082 289
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5 1390 374 | 2726 1127 | 2480 561
8 333 167 | 1349 44 2316 633
24 133 12 | 476 98 788 34
48 38 3 165 24 384 61
72 12 2 91 62 167 31
96 26 1 42 8 93 49

Tabla 36: Analisis farcococinético

FVII 3-CTP | FVII-4-CTP | FVII-5CTP
Tiempo de vida media (0.083-8 h) (h) | 2,5 49 6,6
Tiempo de vida media (8-72h) (h) 13,3 16,6 17,7
AUC (ng-h/ml)(8-72h) 18374,6 512244 72954,2
Vd (ml/kg)(8-72h) 203,7 91,9 67,7
CL(ml/h/kg) (8-72h) 10,6 3,8 2,7

La adicién de cuatro o cinco CTP prolongé significativamente el tiempo de vida media del FVIlI en
comparacién con 3 CTP en 2 y 3 veces, respectivamente (tabla 36). Esta superioridad fue mas significativa
en la parte inicial del estudio (0,083-8 horas), lo que sugiere una mejor recuperacién potencial de la proteina
y reduccion del aclaramiento extravascular. EI AUC después de la administraciéon de FVII-CTP4 y FVII-CTPs
aumentoé en 3 y 4 veces, respectivamente, frente a FVII-CTPs. El aclaramiento también se redujo cuando se
afladieron 4 y 5 CTP al FVII (tabla 36).

Como se observd en el estudio, la adicién de cuatro y cinco CTP prolongd significativamente el tiempo de
vida media del FVIlI en comparacién con 3 CTP, tanto del tiempo de vida media inicial como terminal. Los
valores del tiempo de vida media en el primer y segundo estudios son diferentes debido a un enfoque
diferente del anélisis que se realizé por la dosis y la duracién del estudio, sin embargo, se mantuvo la
tendencia general. EI AUC después de la administracién de FVII-CTPs y FVII-CTPs aumenté en 25y 7
veces, respectivamente, frente a FVII-CTPs.

5.9 Conclusiones:

En este estudio, se evaluaron los parametros PK y la actividad de coagulacién potencial de FVII-CTPs, FVII-
CTP4, y FVII-CTPs. La fusién de 4 y 5 CTP al FVII proporciond un superior y mejor tiempo de vida media,
exposicion y reduccién del aclaramiento en comparacién con FVII-CTPs a la vez que se mantuvo una similar
actividad cromogénica y de coagulacién in vitro. Estos resultados se observaron a diferentes concentraciones
de proteina y fueron consistentes para la proteina de la cosecha y la purificada. Al evaluar el efecto general
de la fusién de CTP en el extremo C terminal al FVII, la fusién de 1-5 CTP aumenté considerablemente el
tiempo de vida media y el AUC de FVII de una manera proporcional a los CTP, lo que sugiere que a medida
que aumenta la porcion CTP de la molécula, la longevidad y la estabilidad del FVII mejoran significativamente
a la vez que mantiene su actividad de coagulacién inicial in vitro, como se resume en la tabla 37 a
continuacion.

Tabla 37:
FVIl vs. FVII-CTP2 268 200
FVII-CTP2 vs. FVII-CTP3 67 57,8
FVII-CTPs vs. FVII-CTP4 24 178
FVII-CTP4 vs. FVII-CTPs 6 42
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Como se informd previamente, el tiempo de vida media del FVII se correlaciona con el tiempo de vida media
de la forma activada del FVII (FVIla) en humanos y animales. Por lo tanto, se prevé que se obtendra una
mejora similar en el tiempo de vida media para las versiones activadas después de la fusién de CTP.

Ejemplo 6
Estudios de factibilidad del FVII-CTPs en ratones hemofilicos deficientes de FVIII

Se realizaron los estudios descritos anteriormente que prueban el perfil PK y la actividad de coagulacién de
las cosechas de FVII-CTP, FVII-CTP2 y FVII-CTPs frente a un FVII comercial. FVII-CTPs mostrd un mejor
perfil PK a la vez que mantuvo su actividad de coagulacién frente a las cosechas de FVII-CTP y FVII-CTP2 o
rhFVII. Para caracterizar adicionalmente las propiedades de FVII-CTPs in vitro e in vivo, se gener6 una mini
mezcla estable que expresaba y secretaba la proteina, y se desarrollaron procesos de purificaciéon y
activacion.

En este estudio, las propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas de FVIla-CTP3; se analizaron en
ratones deficientes de FVIII. Se evalué el perfil PK de la proteina. Se establecié un perfil PK basado en la
actividad especifica de FVlla y en comparacién con el producto comercial NovoSeven®. Ademas, se
analizaron las capacidades hemostéticas a largo plazo in vivo de FVIla-CTPs para inducir la coagulacidén en
ratones deficientes de FVIII después de un corte de la vena de la cola (estudio de supervivencia).

Objetivos del estudio:

Evaluar los parametros farmacocinéticos y farmacodinamicos de FVIla-CTPs frente al rhFVila comercial
(NovoSeven®) en ratones deficientes de FVIII después de una Unica administracién |V a una dosis de
actividad similar.

Determinar la capacidad in vivo del FVIla-CTPs para mantener la homeostasis en ratones deficientes de FVIII
mediante una Unica administracién IV de FVIla-CTPs y NovoSeven® a una dosis de la actividad similar
seguido por un reto de corte de la vena de la cola (estudio de supervivencia).

Produccién de la cosecha de FVII-CTPs:

FVII-CTPs se expresé en el laboratorio en células Dg44 mediante el uso de un vector pCI-DHFR. La mezcla
estable transfectada #71 se cultivd en matraces de agitacién, en presencia de vitamina K3 a 25 ng/L (Sigma).
La suspensidn celular se cultivd y cosechd después que la viabilidad disminuy6 a 60-80 %. La cosecha se
filtré y congel6 a -70 °C.

Determinacién del nivel del antigeno FVII de cosecha:

El nivel del antigeno FVII se determin6é mediante el uso de un estuche de ELISA para FVIl humano (Zymotest
HyPhen) (tabla 38). El nivel del antigeno se calcul6 por cada lote de cosecha mezclado.

Tabla 38: Nivel del antigeno FVII-CTP3

Nivel del antigeno FVII
Estudio de PK-PD Estudio de
superviviencia
Cosecha | Cosecha Cosecha 38
31A 31B
Pr. 16,0 15,9 16,6
{(Hg/ml)
STD 1,5 0,0 0,8
%CV 9,1 0,1 4.9

Proceso de purificacién de FVII-CTPs (figura 25)
Descripcidn del proceso

Después de un corto estudio de purificacién, se realizé el siguiente proceso de purificacién mediante el uso
de 2 columnas. La proteina enriquecida y-carboxilada FVII-CTPs se purificé en columna de afinidad VII-Select
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(GE) e hidroxiapatita ceramica tipo 1 (HA), 40 uym (Bio Rad). La autoactivacién se indujo mediante incubacion
de FVII-CTPs purificado en presencia de CaClz durante la noche a 2-8 °C. El proceso de purificacién esta en
su etapa final de desarrollo y se esta optimizando, por lo tanto, parte de las etapas de purificacién no son
idénticas en los dos lotes.

Ultrafiltracién/diafiltracion (UFDF) mediante el uso del casete de fibra hueca de 10 KDa o Pellicon
La cosecha clarificada se descongeld a 4 °C durante el fin de semana (2-3 dias).

En el lote 31, la cosecha clarificada (12 litros) se concentr6 4 veces (en dos ejecuciones sucesivas) mediante
el uso de un cartucho de fibra hueca (GE Healthcare catalogo num. UFP-10-C-4X2MA) con un valor de corte
del peso molecular de 10 KDa. La cosecha concentrada se diafiltré6 contra 1-2 volimenes de TBS (Tris 50
mM NaCl 150 mM pH 7,4).

En el lote 38, la cosecha clarificada (8,5 litros) se concentré 4 veces mediante el uso de un casete Pellicon 2
(Millipore) con un valor de corte del peso molecular de 10 KDa. La cosecha concentrada se cargd
directamente en una columna VII-Select.

Ambas ultrafiltraciones se realizaron en hielo con tampones frios. Las muestras UFDF se filtraron por 0,22
HMm antes de la carga.

Captura en la columna FVII-Select

La cosecha por UFDF o concentrada se cargd en la columna VlI-Select (XK16/20, CV 18 ml), equilibrada
previamente con TBS pH 7,4. La columna se lavd con Tris-HCI 50 mM, NaCl 0,5M, pH 7,5, y FVII-CTPs se
eluyé con Tris-HCI 50 mM, NaCl 1 M 50 % (v/v), propilenglicol pH 7,5. El proceso se realizd en dos ciclos
sucesivos con la utilizacién de la misma columna.

Separacién basada en la gamma carboxilaciéon en una columna de hidroxiapatita ceramica

El producto eluido se diluyd 1:10 con fosfato de sodio 10 mM, pH 6,8 y se cargd en columnas de
hidroxiapatita cerdamica (XK16/20, CV 24 ml). La columna se lavd con fosfato de sodio 59 mM, pH 6,8 y la
fraccién rica y-carboxilada del Factor VIl se eluyé con fosfato de sodio 500 mM, pH 6,8. Este proceso se
realizé en dos ciclos sucesivos en la misma columna. En cada lote, los eluatos de los dos ciclos se
combinaron y concentraron a 1,7-2 mg/ml y se diafiltraron con Tris-HCI 20 mM, NaCl 100 mM pH 8,2 para
reducir el volumen y preparar el material para la etapa de activacion.

Activaciéon de FVII

El FVII-CTPs purificado se diluyd a 1 mg/ml y se incubé en Tris-HCI 20 mM, NaCl 100 mM y CaCl2 1 mM, pH
8,2 a 2-8 °C durante 24 horas. La activacién se termindé mediante intercambio del tampén (UFDF) al tampén
de formulacién preliminar (citrato 20 mM, NaCl 240 mM, glicina 13,3 mM, pH 6,9).

Propiedades analiticas de FVII-CTP3 y FVIla-CTPs:
SDS-PAGE y transferencias Western

El FVII-CTPs purificado, y FVIla-CTPs se cargaron en gel de Tris-glicina al 12 % mediante el uso del
marcador de proteina de color dual Precision Plus (Bio-Rad). El anélisis del SDS-PAGE Coomassie se realizd
mediante tincién del gel con el reactivo azul brillante de Coomassie (5 o 10 ug de proteina/carril). Se realiz
un andlisis por transferencia Western (1 pg de proteina/ carril) mediante el uso del Ac policlonal anti-FVII
humano (R&D systems; AF2338), anticuerpo monoclonal anti-gamma carboxilacién humana (American
Diagnostics catélogo #499, 3570), y Ac policlonal anti-CTP. En condiciones reducidas, el FVII-CTPs migré a
75 KDa, y FVIla-CTP3 migré6 como dos bandas principales: una cadena pesada a 50 kDa, y una cadena
ligera a 25 kDa, representado en la figura 26 como las bandas 2 y 3, respectivamente.

El procedimiento de purificaciéon enriquecié significativamente la porcién FVII-CTP3 a la vez que redujo las
impurezas. El rendimiento del proceso de purificacion fue de 25-30 % de FVII (segun ELISA). La mayor parte
de la proteina perdida durante la purificacién tenia baja actividad cromogénica del FVII o no tenia actividad.
Basado en SDS-PAGE tefiido con Coomassie, el FVIla-CTPs reducido contiene més bandas que las
predichas. Una banda que migra a alrededor de ~75 kDa representa el FVII no-activado (figura 26, Banda 1).
Esta banda consiste en dos bandas con diferencias menores de PM, que podrian reflejar diferente contenido
de y-carboxilaciéon. Se observaron bandas adicionales con PM menor que 20 kDa. Previamente se informé
que estos son productos de degradacién de la cadena pesada.

Actividad cromogénica de FVII-CTPs:
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Una evaluacién comparativa de la potencia in vitro de la cosecha de FVII-CTP;3, las fracciones durante el
proceso, y FVII-CTPs purificado frente al plasma mezclado normal humano se realizé mediante el uso de un
estuche de prueba de la actividad cromogénica disponible comercialmente, BIOPHEN (Hyphen BioMed
221304). La cosecha de FVII-CTPs y la proteina se diluyeron en serie y la potencia se evalué mediante la
comparacién de una curva de dosis-respuesta con una preparacién de referencia de plasma normal humano.
Después de la purificacidn de FVII-CTPs, la actividad cromogénica mejoré significativamente, y las fracciones
no activas se separaron principalmente mediante columna HA (figura 27). Se observé una fuerte correlacién
entre la actividad cromogénica de FVII y la deteccién de FVII con anticuerpos monoclonales anti-Gla en la
transferencia Western. La potencia de la actividad cromogénica de FVIlI como se refleja por el valor de EC50
en la cosecha se afecta por ambas fracciones de FVII carboxiladas y no carboxiladas. Después de la
purificaciéon y el enriquecimiento de la fraccién y-carboxilada de FVII-CTPs, la actividad mejord, lo que
demuestra la contribucién importante de la y-carboxilacién para la actividad de FVII (figura 27). Este
parametro es crucial para una adecuada actividad de FVII in vivo y se abordara adicionalmente en un
programa de desarrollo de clones.

Determinacién de proteinas por A280

El coeficiente de extincidn tedrico de FVIla-CTPs y NovoSeven® se calculé mediante el uso del algoritmo
ProtParam (http://web.expasy.org/protparam). El célculo se basa en la secuencia de aminoacidos. Los
coeficientes de extinciéon calculados para FVII-CTPs y NovoSeven® son 1,186 y 1,406, respectivamente.
Estos valores representan la absorbancia de 1 g/L a 280 nm.

La diferencia de los coeficientes de extinciéon entre las dos proteinas se deriva solamente del aumento en el
peso molecular de FVIla-CTPs en comparaciéon con NovoSeven®, dado que el CTP carece de residuos
aromaticos y de cisteina, por lo tanto, no contribuye a la absorbancia.

La determinacion de proteinas por A280 se usa para FVII final, y para las muestras purificadas durante el
proceso, que inicié desde la elucién de la columna VII-Select.

Determinacién del nivel del antigeno FVlla

El nivel del antigeno FVlla se determind mediante el uso del estuche de ELISA para FVIla humano
(IMUBIND, American Diagnostica). El nivel del antigeno se calculé por cada lote. Sin embargo, esta
herramienta no fue util para la determinacidén de la dosis para la inyeccién, ya que no representa la cantidad
de producto activo.

Ensayo de coagulacién de FVlla- Staclot® Vlla-rTF

FVlla se deriva de una escisién intracatenaria del FVIl monocatenario. El factor tisular nativo (TF) es un
cofactor de FVlla. Después de la unién a TF, el FVII media la activacién del Factor X a Xa, mientras que él
mismo se transforma a FVlla. El factor tisular soluble es la parte extracelular del factor tisular nativo. Este ya
no puede activar el FVII por autoactivacién, pero el FVlla unido al factor tisular puede activar FX a FXa.

El factor tisular soluble recombinante (rsTF) usado en este ensayo utiliza la especificidad al FVlla para
construir una prueba de coagulacién con FVlla. El rsTF, en presencia de FVlla, calcio y fosfolipidos conduce
a la coagulacién del plasma, sin activar FVIl a FVlla.

El tiempo de coagulacién observado en este sistema tiene una relacién inversa con el contenido de FVlla en
la muestra analizada, sin interferencia de la presencia de FVIl en la muestra.

El ensayo se realizé por Omri Laboratories (Nes-Ziona, Israel). La actividad de FVlla se evalub para ambos
NovoSeven® después de la reconstitucién y FVIla-CTPs antes de cada estudio. La actividad de NovoSeven®
no se correlacioné con la actividad anticipada como se informd en el frasco, pero la discrepancia puede
deberse a un enfoque diferente en la evaluacion de la actividad. La tabla 39 resume la actividad de
coagulacién del FVlla por volumen sin considerar la concentracién de proteinas.

Tabla 39: Actividad de coagulacién del FVIla de los productos por lote

Estudio PK Estudio de supervivencia
FVIla-3*CTP ® FVIla-3*CTP ®
(FVIia 31) NovoSeven (FVIia 38) NovoSeven
Actividad (U/ml) 1,3E+06 2,5E+05 1,3E+06 7,4E+05

Actividad especifica de FVIla-CTP3
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La actividad especifica del FVlla (que se calcula como la actividad/ml dividida por la concentracién de
proteinas) se calcul6 basada en A280 y se presenta en la tabla 40. Cuando se compara la actividad
especifica de las dos moléculas, que difieren en PM, debe realizarse la compensacién para normalizar la
actividad (es decir debido a la diferencia de peso molecular, la cantidad de sitios activos en 1 mg de
NovoSeven® es 1,185 veces mayor que en FVIla-CTP3). El célculo del factor de conversion se presenta en la
siguiente ecuacion:

SEFRITR N
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H_rathal
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TR
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Tabla 40: Actividad especifica de FVIla-CTPs_en comparacién con NovoSeven®

. conc. de Actividad especifica Disminuicion en
Muestra AC ?TDY yqy | Cofficientede prot, Ul Ui veces de
promedio | in=Y Extincién ) g Uimg FYila von
{ragmd} proteina ‘ NovoSevens
NovoSevend 1,374 4031 | 2203 1406 {208 536505 1%
F¥Hia-CTP: 4388 0002 | 2064 1,166 3,766 73005 43

Estudio PK-PD de FVIla-CTPs:
Descripcidn del estudio

FVIla-CTPs y rhFVlla (NovoSeven®, NS) se administraron en una Unica inyeccion intravenosa a los ratones
C57B deficientes de FVIII a una dosis de 6,4E6 U/kg de peso corporal (160,000 U/animal). Las muestras de
sangre se extrajeron de manera retroorbital de 4 ratones alternativamente a las 0,166, 0,5, 2, 4, 8, 12, 24, 34,
48, 58, y 72 horas después de la dosificacién (tabla 41). El plasma citratado (0,32 %) se prepard
inmediatamente después del muestreo y se almacend a -20 °C hasta su anélisis. Se evalué la actividad de
coagulacién del nivel de FVlla, y se realizd un andlisis PK detallado. El estudio se realizé6 por Omri
Laboratories (Nes-Ziona, Israel).

Tabla 41: Descripcién del estudio

NGm Del Vol puntos de
Grupos Elemento de| - ° Via delCantidad de[ " tiempo (horas|
animales/grupo/puntol, .. .. ) . inyectad o .
tratados  |prueba e tiempo dosificacion Junidades/animal (ul) después de Iq
P H dosis)
0 (Antes de Iq
dosis) 0,166,
A rhFVila 4 v 1,6e5 200 0,5, 2, 4, 8, 12,
24, 34, 48, 58,
72
0 (Antes de Iq
dosis) 0,166,
B FVila - CTPs [4 v 1,6e5 200 0,5, 2, 4, 8, 12,
24, 34, 48, 58,
72

Perfil PK de FVIla-CTPs en ratones deficientes de FVIII

Se cuantificé la actividad de FVlla en muestras de sangre mediante el uso de un estuche para Vlla-rTF
Staclot® (Stago, Parsippany, NJ). El perfil farmacocinético se calculé para cada proteina y representa la
media de 4 animales en cada punto de tiempo. La figura 28 presenta el perfil PK de FVlla a lo largo del
experimento. La recuperacién de FVlla se presenta en la tabla 42. En la tabla 43 se presenta un resumen de
los parametros PK.

La tabla 41 resume los valores de la actividad de coagulacién después de la administracién de NovoSeven®
o FVIla-CTPs. FVIla-CTPs y NovoSeven® alcanzaron la actividad méxima media hora después de la
dosificacion. El valor mas alto de la actividad de NovoSeven® alcanzé solo el 43 % del valor maximo de
actividad de FVIla-CTPs. La actividad de coagulacién de FVIla-CTPs se mantuvo durante un periodo de
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tiempo mas prolongado, lo que demuestra una actividad prolongada. La actividad de coagulacién para los
ratones tratados con NovoSeven® no se detectd en los puntos de tiempo més tardios que 12 horas, mientras
que los ratones tratados con FVII-CTPs mantuvieron una actividad medible a las 48 horas después de la
dosificacion (tabla 41 y Figura 28).

La adicién de tres copias de CTP en tdndem al FVlla elevd la recuperaciéon en 100 % (tabla 42), segun se
midié por la actividad més alta después de la dosificacién y en comparacién con la actividad anticipada
basada en el analisis in vitro, y aumentd el tiempo de vida media y el tiempo medio de residencia (MRT) 5
veces. El tiempo de exposicién (AUC) se incrementé 3 veces (tabla 43).

Tabla 41: Actividad de coagulaciénde FVlla después de una Unica inyeccién |V

Tabla 42: Recuperacién de FVIla-CTPs3

Tratados. [ Elemento de Cantidad de Dosis administrada * Cméx Cméx (U/ml) %
Grupos prueba unidades/animal practica (U/ml) [anticipada (U/ml Recobrado
sangre)
A rFVila 1,60E+05 1,20E+06 1,40E+05 4,25E+04 30
B FVlila - CTPs 1,60E+05 1,29E+06 1,50E+05 9,74E+04 64,6
* Cmax anticipada se deriva de la dosis administrada dividida por el volumen de sangre

Tabla 43: Parametro de PK de FVIla-CTP3 vs. NovoSeven®

Parametros PK NovoSeven® | FVIla-CTPs
Tiempo de vida media-q (0.5-12h) | 0,94 1,57
Tiempo de vida media-s (12-48h) | NA 4,62

AUC (mU*h/ml) 5,80E+07 1,80E+08
Vd/Kg (ml/Kg) 1408 2375
CL/Kg (ml/h/Kg) 1034 356

MRT (h) 1,3 6,7

Ensayo de generacién de trombina (TGA)

La generacién de trombina es una parte fundamental de la cascada de coagulacién y como tal un estimado
de cuan bien un individuo particular puede generar trombina puede correlacionarse con un riesgo de
hemorragia o trombosis. Las variables medidas cominmente cuando se analiza la generacién de trombina
incluyen: el tiempo de retraso, el tiempo hasta la generacién maxima de trombina, el méximo, el potencial de
trombina endégena [ETP] (es decir, el &rea bajo la curva y la cola), el curso de tiempo del trombograma
(“TG”). Después de un tiempo de retraso, se observa un aumento de trombina. Sin embargo, la coagulacién
se produce al final del tiempo de retraso, cuando mas del 95 % de toda la trombina todavia no se ha formado.
El ensayo de generacién de trombina se realizé en Omri Laboratories, mediante el uso de reactivos
Thrombinoscope suplementado con plasma hemofilico humano. El TGA refleja la capacidad de coagulacion
en el plasma de ratones, derivada de la inyeccion de NovoSeven® y FVIla-CTPs. La figura 29 presenta los
valores de los pardmetros de TGA para el plasma de ratones después de la administraciéon de FVIla-CTPs o
NovoSeven®. Después de la administracion de FVIla-CTPs, los tres parametros (velocidad de generacién de
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trombina, cantidad maxima de trombina generada y Klla) demuestran una ventaja del tratamiento con FVII-
CTPs sobre NovoSeven®. Esto reafirma adicionalmente la nocidn de la superioridad de la accién prolongada
potencial del FVII-CTPs en comparacién con NovoSeven®.

Estudio de corte de la vena de la cola (TVT) y FVIla-CTPs:
Descripcidn del estudio

Los datos obtenidos de la prueba PK/PD para FVIla-CTPs proporcioné informacién sobre la funcionalidad del
FVIla-CTPs, y demostré que FVIla-CTPs tiene una ventaja farmacocinética cuando se compara con
NovoSeven®. Sin embargo, la capacidad de la proteina para inducir un coagulo in vivo, después de un
evento traumatico todavia no se ha demostrado. Para evaluar la capacidad de FVIla-CTP3 para detener la
hemorragia, el mismo modelo de ratones deficientes de FVIII se empled para un reto de sangrado.

Los ratones deficientes de FVIII se administraron con una Unica inyeccién intravenosa de FVIla-CTPs o
NovoSeven®. Los ratones se dosificaron con el farmaco en cantidades que proporcionan una actividad de
FVlla equivalente (1,6E05 unidades, 200 pl), calculada segln la potencia de cada farmaco evaluado en el
ensayo de actividad de coagulacién para FVlla (tabla 44). Las dosis administradas fueron 9 mg/kg de
NovoSeven®, y 40 mg/kg de FVII-CTPs debido a la actividad reducida de FVIla-CTPs. Un grupo control se
inyecté con 200 ul de vehiculo.

La vena de la cola se corté 2,7 cm desde la punta de la cola a los 15 min (inyeccién 1), 24 horas (inyeccién 2)
0 48 horas (inyeccién 3) después de la administracién, y la supervivencia de los ratones se registré durante
24 horas.

Tabla 44: Evaluaciéon de las muestras inyectadas

NovoSeven® FVila-CTPs
Inyeccién | conc. de Actividad | Actividad conc. de Actividad Actividad Actividad
nam. proteinas (U/ml) especifica | proteinas (U/ml) especifica especifica
(mg/ml) (U/mg) (mg/ml) (U/mg) (normalizada)
0,91 8,0E+05 8,8E+05 3,63 6,6E+05 1,8E+05 2,2E+05
0,92 8,3E+05 9,0E+05 3,81 7,8E+05 2,0E+05 2,4E+05
3 0,89 8,8E+05 9,9E+05 3,68 7,3E+05 2,0E+05 2,3E+05

La concentracion de proteinas se determiné por A280.
Resultados

Los datos de los grupos control inyectados con vehiculo para las tres inyecciones (5 animales x 3
inyecciones), se resumieron y se presentan en la figura 30. Se observé 30 % de supervivencia a las 24 horas
después del corte de la vena de la cola.

Los ratones tratados con NovoSeven® y FVIla-CTPs demostraron adecuada actividad hemostética después
del corte de la vena de la cola realizado 15 min después de la administracién de FVlla. Se observé un 100 %
de la tasa de supervivencia en los animales tratados con FVIla-CTP3 y NovoSeven® (figura 30).

La reduccioén de la velocidad de aclaramiento de FVII-CTPs que se demostrd en el estudio PK/PD se aprecia
mas claramente después de un corte de la vena de la cola realizado 24 horas después de la administracién.
Se observa una disminucién en la tasa de supervivencia de NovoSeven®. Similar al grupo control, se
observa 50 % de muerte dentro de las 10 horas. Mientras tanto, el 90 % de los ratones tratados con FVlla-
CTPs sobrevivieron (figura 30). Este resultado enfatiza la eficacia a largo plazo del tratamiento con FVlla-
CTPs.

48 horas después de la administracién, se demostré una disminucién en la tasa de supervivencia en los
grupos tratados con FVIla-CTPs o NovoSeven® (figura 30C). Se observé una ligera mejora en los ratones
con FVIla-CTP, pero la diferencia no alcanzé significacién estadistica.

Discusién:
La fusién de CTP a proteinas recombinantes aumenta el tiempo de vida media en circulacién de las proteinas
a la vez que mantiene una actividad comparable. A la vez que el mecanismo detrds de la reduccién del

aclaramiento de la proteina por encima de un valor umbral de 70 KDa se entiende bien con respecto al
aclaramiento renal, se logra una proteccién adicional después de la fusién de CTP. Se considera que la
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fusién de CTP barre alrededor del escudo proteico y lo protege de la escisidén proteolitica, para aumentar su
peso molecular radial debido a la carga altamente negativa y para reducir su afinidad con los receptores
hepaticos de eliminacién.

El presente estudio tuvo como objetivo proporcionar informacién especifica sobre el impacto de la fusién de
CTP al FVII sobre el tiempo de vida media y el aclaramiento de la proteina y ademas aborda el paradigma de
su actividad especifica después de esta modificacién. Los ratones deficientes de FVIIlI se administraron con
una Unica inyeccidén IV de FVIla-CTPs o FVlla recombinante comercial (NovoSeven®) en dosis similar
(basada en la unidad) y se realiz6 un analisis basado en la actividad PK. FVIla-CTPs demostré una
longevidad superior como se refleja por el aumento de 5 y 3,5 veces en su tiempo de vida media y AUC,
respectivamente. La actividad especifica (U/mg) de FVIla-CTP segun se calculdé por el estuche para la
actividad Staclot® dividido por la concentracién de proteinas medida por A280 se demostré que fue 4-5
veces menor que la actividad especifica de NovoSeven®.

Para contribuir a la comprensién de cémo el CTP afecta los efectos hemostaticos de FVlla in vivo, se
investigé la capacidad de FVIla-CTPs para reducir una hemorragia. En el modelo de hemorragia por corte de
la vena de la cola en el modelo de ratones hemofilicos, la administracién de rFVlla puede mejorar la tasa de
supervivencia de los animales retados y evitar su sangrado hasta la muerte. En el estudio descrito en la
presente, los animales se administraron con FVIla-CTPs o NovoSeven®. Ambas moléculas fueron capaces
de mantener la homeostasis cuando el corte se realizé 0,25 horas después de la dosificaciéon. Se demostré
una duracién significativamente prolongada de la actividad para el grupo tratado con FVIla-CTP3 cuando el
corte de la cola se realiz6 24 horas después de la dosificacion. La tasa de supervivencia del grupo tratado
con vehiculo fue mayor que la anticipada y mayor que la obtenida en estudios anteriores (50 % frente a 20 %
en estudios anteriores, datos no mostrados). El por ciento de supervivencia de los animales tratados también
se evalla en puntos de tiempo mas tempranos, que incluyen a las 36 horas después de la dosificacién.

En conclusién, se demostré que FVIla-CTPs tiene una duracién aumentada de la actividad en los ratones
hemofilicos lo que se traduce en una duracién mas prolongada del efecto hemostatico en comparacién con
NovoSeven®. Los datos reunidos sugieren que la fusién de CTP a FVII es una tecnologia con el potencial de
mejorar significativamente el tratamiento profilactico en pacientes con hemofilia.

Ejemplo 7. Evaluacion comparativa del perfil de FVII-CTPs purificado frente a FVII-CTPs después de una
inyeccion unica IV o SC a ratas SD

Objetivo del estudio

Se llevaron a cabo dos estudios:

El objetivo del primer estudio fue determinar los parametros farmacocinéticos de rFVII-CTPs frente a rFVII-
CTPs después de la purificacién en columna FVII select y HA en ratas macho Sprague Dawley, después de
una Unica administracién intravenosa de 50 pg/animal.

En el segundo estudio, los parametros farmacocinéticos de rFVII-CTP3-HA frente a rFVII-CTP5-HA se
examinaron en ratas macho Sprague Dawley después de una Unica administracién intravenosa o subcutanea
de 100 pg/animal.

Resultados

Determinacién del nivel del antigeno FVII-CTP 3 y FVII-CTP 5

El nivel del antigeno FVII se determiné mediante el uso del estuche de ELISA para FVII humano (Zymotest
HyPhen) (Véase la tabla 45). T

Tabla 45. Resumen de la concentraciéon de proteinas calculada, que es el promedio de tres ejecuciones
independientes.

FVII 3 CTP FVII 5 CTP
FVIIS 46 el.Conc. Dial | 24! HA%‘*"CO”C' FVIIS el.Conc. Dial W
PROM (ng\ml) 3,78E+06 1,59E+06 1,88E+06 7,92E+05
SD 1,30E+06 6,03E+05 7,15E+05 3,57E+05
CV (%) 3,43E+01 3,80E+01 3,80E+01 4,51E+01
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Anélisis por transferencia Western de las muestras examinadas

Las muestras de FVII-CTPs5 se cargaron en 4-12 % de bisTrisgel (NuPage, Invitrogene) mediante el uso del
marcador de proteina de color dual Precision plus (Bio-Rad). El anélisis por SDS-PAGE se realizé mediante
inmunotransferencia Western con el uso del Ac policlonal anti-FVII (R&D systems), Ac policlonal anti-CTP
(Adar biotech production) o Ac anti Gla (American diagnostica). En resumen, el FVII fusionado a tres y cinco
CTP migré a 80 y 100 KDa, respectivamente (véase la figura 31).

Evaluacién comparativa de la potencia de FVII in vitro

El ensayo de actividad de FVII, que se realizé en Sheba Medical Center, el Centro Nacional de Coagulacién,
es un ensayo basado en PT con el uso de plasma inmunoadsorbido deficiente en factor VIl (Siemens). El
reactivo de PT es innovin y el ensayo se realiza en el instrumento Sysmex CA 1500. El intervalo normal del
FVII esta dentro de 55-145 %. Las actividades de las muestras se resumen en la tabla 46.

Tabla 46: Actividad de las muestras

Muestra Concentracion (mg/ml) segtin |Concentracion en la muestra Resultados (%) Pr?)/mggiO—
(NANODROP) analizada (ug/ml) 0 >
plasma
2 87
FVI-5CTP FVIIS 219 ) ” .
el. Conc. Dial
0,5 10
2 97
FVII-5CTP HA 5 .
100 %B conc. Diall 1 1 36 21 %
0,5 13
2 100
FVIIS 46_e|. Conc. 3,17 ] e 18%
Dial
0,5 12
2 92
FVII HA 46 el. .
Conc. Dial (1) 1.5 1 33 20 %
0,5 10

El nivel normal de FVII circulante en el cuerpo es alrededor de 0,5 pg/ml. Ambos, FVII-CTP3 y FVII-CTPs
muestran reducciones de aproximadamente 5 veces en su actividad de coagulaciéon frente al plasma
mezclado normal humano.

Estudio farmacocinético

Se realizaron dos estudios farmacocinéticos para determinar el perfil y los parametros farmacocinéticos (PK)
de FVII-CTPs y FVII-CTPs (después de la columna select para FVIl y HA para FVII). En el primer estudio,
FVII-CTPs, y FVII-CTPs después de la purificacién de FVII por select/ HA se administraron en una Unica
inyeccion intravenosa a las ratas Sprague Dawley (seis ratas por sustancia) en una dosis de 50 pg/rata.

Las muestras de sangre se extrajeron de manera retroorbital de 3 ratas alternativamente a las 0,083, 0,5, 2,
5, 8, 24, 48, 72, 96 y 120 horas después de la dosificacién. El plasma citratado (0,38 %) se preparé
inmediatamente después del muestreo y se almacené a -20 hasta su anélisis.

En el segundo estudio, solo se analizaron las muestras después de la columna HA. Estas muestras se
administraron en una Unica inyeccion intravenosa o subcutédnea a las ratas Sprague Dawley (seis ratas por
sustancia) mediante el uso de una dosis de 100 ug/rata. Las muestras de sangre se recolectaron en los
mismos puntos de tiempo y condiciones como en el primer estudio anterior.

Tabla 47. Disefio del primer estudio (FVII select frente a FVII HA).

Num. de . Nivel de Vol. Puntos de tiempo
Grupos |Elemento de ; Via de ) . Conc. .
animales/ e dosis (ug | inyectado (horas después de
tratados prueba dosificacién . (Mg/ml) ;
grupo/ por animal) (HD la dosis)
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0 (Antes de la
FVII-CTP*3 dosis) 0,083, 0,5,
A lote 46 HA 6 v 50 200 250 155, 8 24, 48,72,
96, 120
0 (Antes de la
FVII-CTP*3 dosis) 0,083, 0,5,
B lote 46 FVIIS 6 v 50 200 250 2,5,8, 24, 48,72,
96, 120
FVII- 0 (Antes de la
" dosis) 0,083, 0,5,
C CTPH5A|\Ote 5 6 Y 50 200 250 2.5, 8,24 48 72,
96, 120
0 (Antes de la
FVII-CTP*5 dosis) 0,083, 0,5,
D lote 5 FVIIS 6 v 50 200 250 2,5,8, 24, 48,72,
96, 120

Tabla 18. Disefio del segundo estudio (IV frente a SC)

Grupos |Elemento de Nl.Jm' de Via de N'Vel de . vol. Conc. | Puntos de tiempo
animales/ e dosis (g | inyectado .
tratados prueba dosificacién . (Mg/ml) | (horas de dosis)
grupo/ por animal) (HD
0 (Antes de la
FVII-CTP*3 dosis) 0,083, 0,5,
A lote 46 HA 6 v 100 200 500 |55 8 244872,
96,120
0 (Antes de la
FVII-CTP*3 dosis) 0,083, 0,5,
B lote 46 HA 6 SC 100 200 500 2,5, 8,24,48,72,
96,120
EVII 0 (Antes de la
| dosis) 0,083, 0,5,
C CTPHS'Lote 5 6 v 100 200 500 2.5 8 244872,
96,120
0 (Antes de la
FVII-CTP*5 dosis) 0,083, 0,5,
D lote 5 HA 6 SC 100 200 500 2,5, 8,24,48,72,
96,120

Las diferencias principales entre estos dos estudios son las dosificaciones y la via de administracién. En el
primer estudio, las ratas se inyectaron IV con 50 pg\rata, mientras en el segundo estudio, las ratas se
inyectaron IV o SC con 100 pg\rata (total 500) pg/kg; peso de las ratas 200 g). El aumento en la dosificacién
se debe al cambio en el tipo de administracion; la administracién SC requiere mayores cantidades para lograr
efectos similares a la administracion V.

Analisis del estudio de PK

La concentracién de FVIl en las muestras de plasma se cuantificé mediante el uso de estuches de Elisa para
FVII humano (zymutest FVII-Biophen). Los perfiles farmacocinéticos se calcularon y reflejan la media para 3
animales en cada punto de tiempo. Los valores del tiempo de vida media terminal se calcularon mediante el
uso del programa informético PK solutions 2.0. La tabla mas adelante resume las concentraciones calculadas
de FVII en los diferentes puntos de tiempo de muestreo. El perfil PK 'y un resumen de los parédmetros PK se
presentan en una tabla mas adelante.

Tabla 49. Primer estudio farmacocinético (FVII select frente a FVII HA) -concentraciones de FVII (ng\ml).

Tiempo (hora) [FVII CTP*3 Lote 46 HA[ V!l CTF 3 Lote 40 FVI ey c1pes Lote 5 Ha | PVI CIFTO Lot ©
0,083 1816,3 1633,9 2064.3 1853,5
0,5 1523,7 1409,9 13514 1418,0
2 1284,9 1041,7 1389,7 8344
5 607,9 5316 7227 7372
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8 524,2 430,0 712,2 614,6
24 115,5 132,9 272,5 201,8
48 211 31,6 62,3 90,4
72 9,6 15,8 29,1 31,8
96 BLQ 58 7,0 16,9
120 BLQ BLQ 8,5 13,4

Tabla 50. Segundo estudio farmacocinético (IV frente a SC) -concentraciones de FVII (ng\ml).

Tiempo (hora) FVII CTP*3 Lote 46 HA-[ FVII CTP*5 Lote 5 HA-| FVII CTP*3 Lote 46 HA- | FVII CTP*5 Lote
v v SC 5 HA-SC

0,083 6452,6 6153,3 5,0 BLQ
0,5 3930,7 3660,6 14,5 14,6
2 19023 2176,2 113,6 96,2

5 1508,9 2087,3 106,6 70,5

8 781,6 1075,6 188,9 129,7

24 268,5 627,2 155,0 239,2
48 51,9 143,3 43,0 88,6
72 8,8 39,0 7,0 36,7
96 BLQ 10,8 BLQ 10,4
120 BLQ 8,2 BLQ 8,7

Tabla 51. Analisis PK- primer estudio farmacocinético (FVII S frente a HA).

FVII CTP*3 Lote| FVII CTP*3 Lote | FVII CTP*5 Lote 5| FVII CTP*5

46 HA 46 FVII S HA Lote 5FVII S
Tiempo de vida media (0,083-8 h) () 4,3 4,0 5,51 5,59
Tiempo de vida media (8-72\96\120 h) 111 12,1 16,46 2029

(horas)
Tiempo de vida media (8-72) (h) 11,1 13,4 13,62 15,64
AUC(O-t)(area obs)(8-72/96/120 h) 14566,9 13686,4 21812,7 19307,9

AUC (=) area(8-72/96/120 h) 14718,2 13788,1 22013,9 19701
Vd(area)/kg (ml/kg)(8-2/96/120 h) 2711 316,1 269,7 371,5
CL(area)/kg(ml/h/kg) (8-72/96/120 h) 17,0 18,1 11,356 12,69

La adicién de cinco CTP prolongé el tiempo de vida media de FVIlI en comparaciéon con 3 CTP. Ambas
formas de 5 CTP (es decir FVIIS y FVII HA) se detectaron en los mayores puntos de tiempo (96 y 120 horas),
mientras que FVII-3 CTP HA y FVIIS -3 CTP se detectaron hasta las 72 horas y 96 horas, respectivamente.
Basados en este hecho, el tiempo de vida media de FVII-5 CTP es mas prolongado que las variantes de
3CTP (véase la figura 32). La comparacién del tiempo de vida media de todos los materiales examinados (3 y
5 CTP) en los mismos puntos de tiempo (8-72 horas) mostré que los tiempos de vida media son similares,
aunque los de 5 CTP son considerablemente mas prolongados (figura 32).

Tabla 52: Anélisis PK - segundo estudio farmacocinético (IV frente a SC).
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FVII CTP*3 |FVII CTP*5|FVII CTP*3| FVII CTP*5 Biodisponibilidad| Biodisponibilidad
Lote 46 HA- | Lote 5 HA- |Lote 46 HA| Lote H5 HA- CPTP*3 CPTP*5
v v SC SC
Tiempo de vida
media (0,083-8 h) 3,0 3,9 -1,8 -3,18
(h)
Tiempo de vida
media (8- 9,9 14,6 13,14 22,94
72\96\120 h) (h)
Tiempo de vida
media (8-72) (h) 9,9 13,0 13,14 29,47
AUC(O-t)(area
obs)(8-72/96/120 | 28866,8 43761,0 6600 9822,7 22,9 22,4
h)
AUC (=) area(8-
72196/120 h) 28993,0 43934,4 6733 10110,8 23,22 23,01
Vd(area)/kg
(ml/kg) (8- 248,4 240,5 1407,6 1636,8
72/96/120 h)
CL(area)/kg(ml/h/k
g) (8-72/96/120 h) 17,2 11,4 74,261 49,452

De nuevo, como se observé en el primer estudio, la adicién de 5 CTP prolongé el tiempo de vida media de
FVIlI en comparacién con la adicion de 3 CTP, en el tiempo de vida media inicial y terminal y en ambas
formas de administracion (IV y SC, véase la figura 33). Como se esperaba, después de la administracién SC,
FVIlI se detectd primero en la sangre a un punto de tiempo mas tardio en comparacién a cuando se
administré V.

En lo anterior, se resumieron dos estudios PK. El propésito principal del primer estudio fue verificar la
diferencia entre FVII-3CTP y FVII-5 CTP después de 2 columnas diferentes: FVIl select y FVII HA. En
nuestros estudios anteriores, se verificaron las proteinas de cosecha frente a las purificadas y se encontré
que la diferencia entre las versiones 3 y 5 CTP del FVII fue mayor cuando se inyectd la cosecha a las ratas.

No hubo diferencia significativa entre los resultados de FVII 3\5 CTP después de ambas columnas, por tanto,
se decidié inyectar FVII HA 3\5 CTP en el segundo estudio.

Ejemplo 8: Estudio de supervivencia con FVIla-CTPs (MOD-5014) en ratones decientes de FVIII después de
una inyeccién subcutédnea

Objetivo del estudio

Evaluar la eficacia de NovoSeven®, MOD-5014 (FVIIA-CTPs) y MOD-5019 (FVIIA-CTPs) en un estudio con
corte de la vena de la cola, después de una administracion subcuténea.

Propiedades analiticas de FVIla-CTP3(MOD-5014) y FVIla-CTPs(MOD 5019):

Determinacién de proteinas por A280

El coeficiente de extincién tedrico de NovoSeven® se calculd mediante el uso del algoritmo ProtParam
(http://web.expasy.org/protparam). El célculo se basa en la secuencia de aminoacidos. El coeficiente de
extincién calculado para NovoSeven® es 1,406, y para MOD-5019 es 1,075 (los valores representan la

absorbancia de 1 g/l a 280 nm). El coeficiente de extincion de MOD-5014 se determiné mediante un analisis
de aminoacidos en Mscan. El coeficiente de extincién para MOD-5014 es 1,27.
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Ensayo de coagulacién de FVlla - STACLOT Vlla-rTF

FVlla se deriva de una escisién intracatenaria del FVIl monocatenario. El factor tisular nativo (TF) es un
cofactor de FVIla, tras la unidén al TF, el FVIlI media la activacién del Factor X a Xa, mientras que él mismo se
transforma a FVlla. El factor tisular soluble es la parte extracelular del factor tisular nativo. Este ya no puede
activar el FVII por autoactivacién, pero el FVlla unido al factor tisular puede activar FX a FXa.

El factor tisular recombinante soluble (rsTF) usado en este ensayo utiliza la especificidad al FVlla para
construir una prueba de coagulacién del FVlla. El factor tisular recombinante soluble (rsTF), en presencia de
FVlla, calcio y fosfolipidos, produce coagulacién del plasma sin activar FVIl a FVlla.

El tiempo de coagulacién observado en este sistema tiene una relacién inversa con el contenido de FVlla en
la muestra analizada, sin interferencia de la presencia de FVIl en la muestra.

La actividad de FVlla se evalu6 para NovoSeven® reconstituido, y para MOD-5014 y MOD-5019 antes de
cada estudio.

La actividad especifica de FVlla (que se calcula como la actividad/ ml dividida por la concentracién de
proteinas) se calculé6 basado en A280 y se presenta en la tabla 53. Cuando se compara la actividad
especifica de las dos moléculas, que difieren en el peso molecular, debe realizarse la compensacién para
normalizar la actividad (es decir debido a la diferencia de peso molecular, la cantidad de sitios activos en 1
mg de NovoSeven® es 1,185 veces mayor que en MOD-5014 y 1,307 veces mayor que en MOD-5019). Por
tanto, el calculo del factor de conversién se presenta en la siguiente formula:

SE_norvraizady o i PRI (IR
PHLIFWE et

Tabla 53- Actividad especifica de MOD-5014 en comparacién con NovoSeven®

Muestra Conc. de proteinas Por Actividad especifica (U/mg Disminucién en veces de
A280 (mg/ml) FVlla) NovoSeven®
NovoSeven® 0,93 52 487 1,0
MOD-5014 lote 73 1,4 25 490 2,05
MOD-5019 lote 9 3,0 11698 4,48

Descripcidn del estudio

La medicién mas significativa es la capacidad de la proteina para inducir un coagulo /in vivo, después de un
evento traumatico. Para evaluar la capacidad de MOD-5014 para detener una hemorragia, se empleé el
mismo modelo de ratones deficientes de FVIII para un reto de sangrado.

Los ratones deficientes de FVIII se administraron con una Unica inyeccidén subcutdnea de MOD-5014, MOD-
5019 o NovoSeven®. Los grupos A y B se dosificaron con NovoSeven® y MOD-5014 respectivamente, en
cantidades equivalentes a la actividad de FVlla. El grupo C se dosific6 con MOD-5019 en una cantidad
equivalente a la proteina FVIla como MOD-5014, para evaluar el factor critico (actividad o cantidad de
proteina). Las dosis administradas fueron 4,2 mg/kg de NovoSeven®, y 8,6 mg/kg de MOD-5014 y MOD-
5019. La vena de la cola se corté 2,7cm desde la punta de la cola, 12 horas después de la administracion, y
la supervivencia de los ratones se registré durante 24 horas.

Tabla 54 — Designacién de los grupos

Grupo | Fechadela | Elemento de Dosis administrada Volumen NUm. de Tiempo de
inyeccién prueba inyectado | ratones por | sangrado,
mg de mU/Kg (HD grupo horas después
FVIl/Kg dela
dosificacién
A 13.1.13 ®NovoSeven 4,23 221 876 100 10 12
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B 15.1.13 MOD-5014, 8,59 218 750 160 10 12
lote 73
C 27113 MOD-5019, 8,59 100 496 160 10 12
lote 9
Resultados

Los datos del experimento se resumen en la tabla 55 y en la figura 34.

Tabla 55. Resultados del estudio de TVT

Tiempo Num. de ratones sobrevivientes % de supervivencia
Después de TVT (h) | NovoSeven® | MOD-5014 | MOD-5019 | NovoSeven® | MOD-5014 |MOD-5019
0 9 10 10 100 100 100
1 9 10 10 100 100 100
2 9 10 10 100 100 100
3 8 10 8 89 100 80
4 6 9 8 67 90 80
5 5 9 7 56 90 70
6 4 8 5 44 80 50
7 3 8 5 33 80 50
8 2 7 5 22 70 50
9 1 6 5 11 60 50
10 1 5 5 11 50 50
11 1 3 5 11 30 50
12 1 3 5 11 30 50
24 1 3 4 11 30 40

24 horas después de TVT, solo 11 % de los ratones inyectados con NovoSeven® habian sobrevivido. El 30
% de MOD-5014 y el 40 % de MOD-5019 habian sobrevivido hasta este punto de tiempo. MOD-5014 y MOD-
5019 inyectados por via subcutdnea muestran mejor supervivencia de los ratones en comparacién con
NovoSeven®. Sin embargo, los resultados no son 6ptimos ya que més del 50 % de los animales murieron
durante el experimento.

El factor Vlla, como otros factores de coagulacion, se inyecta normalmente por via intravenosa, para que esté
disponible directamente en el torrente sanguineo. Sin embargo, la presente invencién muestra que las
composiciones proporcionadas en la presente sorprendentemente se absorben mas eficazmente en el
torrente sanguineo después de la administracion SC. La posibilidad de administrar el FVlla por via
subcutanea constituye una ventaja ya que puede usarse para aplicaciones profilacticas. Ademas, es mucho
mas facil que los pacientes se inyecten ellos mismos las inyecciones subcutaneas, y son una ventaja cuando
los pacientes son muy jévenes y sus venas son pequefias y dificiles de encontrar.

Por tanto, la aplicaciéon subcutanea puede usarse para un tratamiento profilactico,

Ejemplo 9: Estudio de PK-PD comparativo de MOD-5014 recombinante vs. NOVOSEVEN® después de una
administracién subcutanea en ratas SD

Objetivos del estudio

Determinar los parametros farmacocinéticos y farmacodindmicos de MOD-5014 frente a rFVlla comercial en
ratas SD después de una Unica administracién SC.

Comparar dos experimentos independientes (05010 y 05034) que contienen los productos MOD-5014
originados a partir de dos clones diferentes (clon nim. 28 frente al 61) seglin sus parametros
farmacocinéticos.

Métodos experimentales
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Animales

24 ratas SD machos arribaron de Harlan Laboratories Israel, Ltd, al menos 4 dias antes de iniciar las
inyecciones. Los animales eran adultos jévenes saludables, de -200 gr al inicio del estudio. La variacion del
peso corporal de los animales en el momento de iniciar el tratamiento no debia exceder + 20 % de la media
del peso de cada sexo. El estado de salud de los animales usados en este estudio se examiné a su llegada.
Solo los animales con buen estado de salud se adaptan a las condiciones del laboratorio y se usan en el
estudio.

Ensayo de coagulacién de FVlla - STACLOT Vlla-Rtf

El factor tisular recombinante soluble (rsTF) usado en este ensayo utiliza la especificidad al FVlla para
construir una prueba de coagulacion de FVlla. rsTF, en la presencia de FVlla, calcio y fosfolipidos produce
coagulacién del plasma, sin activar FVIl a FVlla.

El tiempo de coagulacién observado en este sistema tiene una relacién inversa con el contenido de FVlla en
la muestra analizada, sin interferencia de la presencia de FVIl en la muestra.

Se evalué la actividad de FVlla para NovoSeven® después de la reconstitucién y para MOD-5014 antes de
cada estudio. La actividad especifica de FVlla se calcul6 basada en A280. Cuando se compara la actividad
especifica de las dos moléculas, que difieren en PM, debe realizarse la compensacién para normalizar la
actividad (es decir debido a la diferencia de peso molecular, la cantidad de sitios activos en 1 mg de
NovoSeven® es 1,185 veces mayor que en MOD-5014).

Programa informético PK solver

Los parametros farmacocinéticos se calcularon mediante el uso del programa informético PK solver. La curva
de administracion IV se analizé como bolo CA de dos compartimentos, y la administracién SC como analisis
trapezoidal lineal Log - NCA Extravascular. Se calcularon las especificaciones del tiempo de vida media, el
AUC, el aclaramiento y la distribuciéon de volumen y los parametros de salida se estudiaron en comparacion
entre los grupos de los experimentos.

Materiales experimentales
Experimento nium. 05010:
A. NovoSeven® RT: (Lote # AUB1553 preparado el 31.7.12*) Concentracién de FVlla por A280: 0,86 mg/ml.
Ensayo de actividad de FVlla Staclot: 56 867 U/mg. Dosis inyectada: 946 ug/kg. *Mezcla de alicuotas de

NovoSeven®, todas del mismo lote nim.

B. Clon 28: MOD-5014 RS12-001: 0,77 mg/ml** basado en A280. Ensayo de actividad de FVlla Staclot: 34
162 U/mg. Dosis inyectada: 850 ug FVlla/kg.

Experimento num. 05034:

A. NovoSeven® RT: (Lote #AU61347 preparado el 1.1.13) Concentracién de FVlla por A280: 0,82 mg/ml,
diluida a 0,4 mg/ml con tampdn NS estéril. Ensayo de actividad de FVlla Staclot: 55 688 U/mg. Dosis
inyectada: 360 ug/kg y 20 047,7 U/kg.

B. Clon 61: MOD-5014 Lote 75: 1,9 mg/ml** basado en A280, diluida a 0,89 mg/ml con tampén de
formulacién. Dosis inyectada: 20 047,7 U/kg. Actividad de coagulacién del FVlla: 25 002* U/mg basado en el
ensayo de actividad de FVlla Staclot.

C. Clon 61: MOD-5014 Lote 81A: 2,36 mg/ml basada en A280 (filtrado en la mafiana del dia del estudio y se
volvié a medir a 280 nm), diluida a 0,4 mg/ml con tampén de formulacién. Dosis inyectada: 360 ug FVila/kg.
Actividad de coagulacidn del FVila: 24943U/mg basada en el ensayo de actividad de FVlla Staclot.

D. Clon 61: MOD-5014 Lote 81A: 2,36 mg/ml basada en A280, diluida a 0,89 mg/ml con tampén de
formulacién. Dosis inyectada: 20 047,7 U/kg. Actividad de coagulacién del FVlla: 24 943 U/mg basada en el
ensayo de actividad de FVlla Staclot.

Descripcidn de los estudios

Experimento num. 05010

MOD-5014 y NovoSeven® se administraron en una Unica inyeccién intravenosa o subcutanea a las ratas SD
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en una dosis de 0,9 mg/kg de peso corporal. Las muestras de sangre se extrajeron a partir del seno orbital

del ojo de 3 ratas alternativamente a las 0,5, 4, 8, 12, 24, 34, 48 y 58 horas después de la dosificacién. El

plasma citratado (0,32 %) se preparé inmediatamente después del muestreo y se almacené a — 20 °C hasta

su analisis. El estudio se realizé en “Science in Action”, Nes-Ziona. Se evalud el nivel de actividad de
5 coagulacion del FVlla y se realizé un analisis PK detallado en Prolor-Biotech.

Tabla 55: Disefio del estudio 05010

Num Nam , Nivelde | Vol [, Puntosde
Grupos | Elemento S . : Via de . . . ) tiempo (horas
Tratados | de prueba animales/ anlmales/grupo/ dosificacion Género| dosis |inyectado después de la
P grupo |punto de tiempo (Mg/kg) (MD pues ae
dosificacién)
rFVila 0,05, 4,8,
A (Novo 6 3 v M 946 220 12, 24, 34, 48,
Seven ®) 58
rFVila RS 0,05, 4,8,
B 12-001 6 3 v M 850 220 12, 24, 34, 48,
(clon 28) 58
rFVila 0,05, 4,8,
C (Novo 6 3 SC M 946 220 12, 24, 34, 48,
Seven ®) 58
rFVila RS 0,05, 4,8,
D 12-001 6 3 SC M 850 220 12, 24, 34, 48,
(clon 28) 58

10  Experimento nim. 05034

MOD-5014 y NovoSeven® se administraron en una Unica inyeccién subcutanea a las ratas SD en una dosis
de 0,9 mg/kg de peso corporal. Las muestras de sangre se extrajeron del seno orbital del ojo de 3 ratas
alternativamente a las 0,5, 2, 4, 6, 8, 12, 24, 34, 48 y 72 horas después de la dosificacién. El plasma citratado

15 (0,32 %) se preparé inmediatamente después del muestreo y se almacené a -20 °C hasta su andlisis. El
estudio se realizé en “Science in Action”, Nes-Ziona.

Se evalué el nivel de actividad de coagulacién del FVlla y se realizd un analisis PK detallado en Prolor-

Biotech.
20
Tabla 56: Disefio del estudio 05034
Nam. de Nivel de | Nivelde | | P‘tjigtrf]sfe
Tratados.| Elemento de [animales/grupo/| Via de . dosis por | dosis por |. ) P
e .. | Género . . inyectado (horas
Grupos prueba punto de dosificacién animal animal (ul) después de
tiempo™** (Mg/kg) (U/kg) la sdosis)
FVlila 0,05 2,4,
A (NovoSeven®) 3 SC M 360 20047.7 207 |6, 8,12, 24,
34, 48,72
0,05 2,4,
B FVila 75 3 SC M 801,84 | 20047.7 207 |6, 8,12, 24,
(clon 61) 34, 48, 72
0,05 2,4,
C FVila 81A 3 SC M 360 8979,48 207 |6, 8,12, 24,
(clon 61) 34, 48, 72
0,05 2,4,
D FVila 81A 3 SC M 803,74 | 20047.7 207 |6, 8,12, 24,
(clon 61) 34, 48 72
Resultados
25

La actividad del FVlla en las muestras de sangre se cuantific6 mediante el uso del estuche STACLOT Vlla-
rTF (Stago). El perfil farmacocinético se calculé para cada proteina y es la media de 3 animales en cada
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punto de tiempo.
Experimento num. 05010
Después de la reduccién de fondo: 15 mU/ml.

La figura 35 presenta el perfil PK de FVlla después de la administracién IV y SC de NovoSeven® o MOD-
5014. En la tabla 57 se presenta un resumen de los valores de actividad del FVlla para cada punto de
tiempo. La administracién IV y SC tienen un patrén PK diferente (véase la figura 35; después de la reduccién
de fondo: 15 mU/ml). La Cméx después de la inyeccién IV es mayor que la obtenida después de la inyeccidn
SC, debido a la presencia del farmaco en la sangre inmediatamente después de la administracién (medida a
las 0,5 hora, tabla 57 y tabla 58). Sin embargo, después de la administracién SC las moléculas del farmaco
se transfieren a la matriz intracelular y los tejidos, por lo tanto, la Cméx puede medirse solo después de 2
horas de la inyeccién. La recuperacion total del farmaco después de la administracién SC es menor que el
valor de Cmax después de la inyeccidn V.

8 horas después de la inyeccién, NovoSeven® manifesté un patrén PK igual cuando se inyect6 IV o SC,
(después de la reduccion de fondo: 15 mU/ml, figura 35). Ademés, no se detectd actividad de coagulacién
para los ratones tratados con NovoSeven® en los puntos de tiempo después de las 12 horas, mientras que
los ratones tratados con MOD-5014 retuvieron la actividad medible a las 58 horas después de la dosificacién
(tabla 57; después de la reduccién de fondo: 15 mU/ml; figura 35).

Tabla 57. Actividad de coagulacion del FVila de MOD-5014 frente a NovoSeven® después de la
administracién IV o SC

Tiempo (h) | NovoSeven® IV (A) [ MOD-5014 IV (B) | NovoSeven® SC (C) | MOD-5014 SC (D)
muU/ml % CV muU/ml % CV muU/ml % CV muU/ml % CV

0,5 304651,7 18,7 | 232818,3 5,0 114917 2,4 3691,7 19,0

4 40068,3 7,8 62085,0 9,5 21385,0 22,6 12018.3 | 15,8

8 5276,7 2,5 25931,7 6,1 5525,0 32,5 6445,0 2,2

12 255,0 13,8 5633,3 9,3 297,7 41,4 924,7 241

24 1.3 71 251,3 11,8 1.3 89,2 2493 60,3

34 0,0 78,3 4,5 0,0 63,7 85,5

48 29,0 9,9 0,0 35,0 47,2

58 10,3 4,6 0,0 13,7 33,5

Después de la reduccién de fondo: 15 mU/ml.

Tabla 58: Parametros PK de MOD-5014 vs. NovoSeven® después de la administraciéon IV o SC

A IV

Parametros PK NovoSeven® RT (A) MOD-5014 (RS 12-001) (B)

Tiempo de vida media-a (0,5-4 h) 0,24 1,04

Tiempo de vida media-B (4-58 h) 1,31 3,17

AUC 0-inf mU/mI*h 702467,95 820778,67

Vss [U/Kg/(mU/ml)] 0,13 0,13

CL [(U/Kg)/(mU/mi)/h] 0,08 0,04

MRT (h) 1,74 3,62

B. SC

Parametros PK NovoSeven® RT (B) | MOD-5014 (RS 12-001) (C)

Tiempo de vida media (h) 1,40 7,78
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Cméx (mU/ml) 21385,00 12018,33
AUC 0-inf (mU/mi*h) 115099,72 84158,87
MRT O-inf (h) 4,32 7,04
Vz/F (U/Kg)/(mU/ml) 0,95 3,88
CIF (U/Kg)/(mU/mi)h 0,47 0,35

Experimento num. 05034

La figura 36 presenta el perfil PK de FVIl a después de la administracién SC de NovoSeven® o MOD-5017.
Dos lotes diferentes del clon nim. 61 (#75 y #81) se examinaron a la misma concentracién o las mismas
unidades de actividad, en comparacién con NovoSeven®. En la tabla 59 se presenta un resumen de los
valores de actividad del FVlla para cada punto de tiempo.

Los resultados indican un patrén PK similar después de la administracién SC correspondiente a los
experimentos anteriores. Ademas, no se detecté actividad de coagulacién para los ratones tratados con
NovoSeven® en los puntos de tiempo después de las 12 horas, mientras que los ratones tratados con MOD-
5014 retuvieron una actividad medible a las 24 horas después de la dosificacién (tabla 59 y figura 36; y
después de la reduccién de fondo: 56 mU/ml (8, 12 horas) o 32 mU/ml (0,5, 2, 6, 14 horas)).

El clon nim. 61 lote #81 (D) Cmax (1,301 mU/ml) fue menor que los valores de Cmax del clon nium. 61 lote
#75 (B) y NovoSeven® (A) (3,521 mU/ml y 5,908 mU/ml respectivamente), aunque todos se inyectaron con la
misma actividad unitaria (tabla 6). Sin embargo, el lote #75 (B) y #81 (D) tienen las mismas unidades de
actividad (559 mU/ml y 478 mU/ml respectivamente) medidas 8 horas después de la inyeccién (figura 36 y
tabla 59; y después de la reduccién de fondo: 56 mU/ml (8, 12 horas) o 32 mU/ml (0,5, 2, 6, 14 horas)).

Tabla 59: Actividad de coagulaciéon del FVila de MOD-5014 (Clon 61 #75, #81) frente a NovoSeven®
después de una Unica administracion SC.

MOD-5014 Clon 61 Lote

MOD-5014 Clon 61 MOD-5014 Clon 61 Lote

Hempo (h) NovoSeven® (A) Lote 75 (B) - igual Ulkg 81A (C) - iS;/aklgconc.FVIla 81A (D) - igual Ulkg
0,5 32713 46,5 350,3 26,6 101,3 241 208,7 51,2
2 5908,0 18,1 3521,3 70,9 12947 7,0 1301,3 31,6
6 1411,7 23,6 1349,7 4586 4253 27,6 663,0 13,4
8 1029,0 12,4 559,3 52,7 152,7 19,5 478,0 25,4
12 121.3 9,9 563,0 17,4 148,7 36,3 712,7 16,2
24 1,0 25,0 117,0 41,9 21,3 36,4 99,0 36,7

Después de la reduccién de fondo: 56 mU/ml (8,12 horas) o 32 mU/mI (0,5, 2, 6, 14 horas).

Tabla 60. Parametros PK de MOD-5014 (Clon 61 #75, #81) frente a NovoSeven® después de una Unica
administracién SC.

NovoSeven® RT MOD-5014 Clon 61 | MOD-5014 Clon 61 Lote | MOD-5014 Clon 61
Parametros de Pk (A) Lote 75 (B)-igual | 81A (C)-igual conc.FVlla| Lote 81A (D)-igual
Urkg ug/kg Urkg
Tiempo de vida 167 5,70 4,62 6,41
media (horas)
Cméx (mU/ml) 5908,00 3521,33 1294,67 1301,33
AUC 0-inf (mU/ml*h) 24688,18 20456,96 6260,23 13098,16
MRT 0-inf (horas) 3,73 7,86 6,40 10,59
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Vz/F (UKg)(mU/ml) 1,96 8,06 9,55 14,15
CIF
(U/Kg){(mU/miy/h 0,81 0,98 1,43 1,53

Este informe resume dos estudios PK; 05010 y 05034. Nuestro objetivo fue proporcionar informacién
especifica sobre el impacto de la fusidén de CTP a FVII en el tiempo de vida media y el aclaramiento de la
proteina en una administracién subcuténea y abordar el paradigma de su actividad especifica después de
esta modificacién. En estos estudios, las ratas SD se administraron con una Unica inyeccién SC de MOD-
5014 originado de dos clones, y dos lotes diferentes, en comparacién con el FVlla recombinante comercial
(NovoSeven®). Los componentes se inyectaron a una concentracién similar de FVlla (pug/Kg) o al mismo
nivel de actividad (U/Kg) y se realiz6 el anélisis basado en la actividad PK.

El propdsito principal del primer estudio fue verificar los diferentes parametros PK después de una
administracién IV y SC. Basados en este estudio podemos concluir que existe una diferencia entre el patrén
PK medido después de una administracion IV o SC. A un t'? de 7,78 horas medido después de la inyeccion
SC de MOD-5014, y solo 4,2 horas después de la inyeccién IV. Los valores de AUC fueron los mismos (tabla
58).

El segundo estudio, sin embargo, estuvo destinado a las diferencias entre dos lotes de MOD-5014 clon nim.
61, que se inyectaron con la misma concentracién de FVlla o en igual unidad de actividad, en comparacién
con NovoSeven®. En este estudio demostramos que el clon 61 lote #75 manifesté mejores parametros PK
que el lote #81. El lote #81, que se inyecté al mismo nivel de actividad unitaria, tuvo menor Cméax por un
motivo desconocido. Ademas, se midi6é la misma Cméax cuando se inyectd el clon 61 lote #81 en dos dosis
diferentes (por la concentracién de FVlla o por la actividad unitaria), en lugar de 2,5 veces entre los dos
valores de actividad. Después del analisis de ambos estudios en conjunto, podemos concluir que el clon 28
manifesté un parametro de t'2 prolongado que el clon 61 #75 (el mejor lote) después de la inyeccion SC
(7,78 horas y 5,7 horas respectivamente, tabla 60). Podemos concluir ademas que las muestras en puntos de
tiempo diferentes crean un patrén PK diferente, que conduce a una variacién en las curvas PK. Los patrones
de las curvas pueden ensefiarnos mas sobre el comportamiento del farmaco en la sangre. Por lo tanto,
decidimos determinar los puntos de tiempo similares a los detectados por Baxter (0, 0,5, 2, 6, 8, 12, 24, 34,
48, 72 horas). Ademas, la concentracién de FVlla en el experimento 05010 fue demasiado alta, y se revisé
en el siguiente experimento SC (05034). Para futuros estudios PK, decidimos inyectar el componente a 360
Mg de FVlla/kg para una dosis.

En conjunto, podemos aprender méas sobre nuestro producto MOD-5014 después de una administracién SC

para determinar el clon y lote de mas calidad y decidir el mejor método para la cantidad de inyecciones de
MOD-5014- por la concentracién de FVlla o por las unidades de actividad.
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REIVINDICACIONES

1. Un factor de coagulacién modificado con péptido del carboxilo terminal de la gonadotropina coridnica
(CTP) que consiste en un factor de coagulacién y tres CTP unidos al carboxilo terminal de dicho factor de
coagulacién, y en donde dicho factor de coagulacién modificado con CTP es:

a. un polipéptido del factor IX (FIX) modificado con CTP que consiste en la secuencia de aminoacidos de la
sec. con num. de ident.: 31 o los aminoacidos 47-545 de la sec. con nim. de ident.: 31,

b. un polipéptido del factor VIl (FVII) modificado con CTP que consiste en la secuencia de aminoé&cidos de la
sec. con num. de ident.: 25 o los aminoacidos 39-528 de la sec. con nim. de ident.: 25, o

¢. un factor VIl activado (FVlla) modificado con CTP que consiste en la secuencia de aminoéacidos de los
aminoacidos 39-528 de la sec. con nim. de ident.: 25;

para su uso en el tratamiento de hemofilia A en sujetos humanos.

2. El factor de coagulacién modificado con CTP para su uso segun la reivindicaciéon 1, en donde al menos
uno de dichos CTP unidos esta glicosilado.

3. El factor de coagulaciéon modificado con CTP para su uso segUn cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en
donde un CTP estéa unido a dicho factor de coagulacién a través de un enlazador.

4. El factor de coagulacién modificado con CTP para su uso segun la reivindicaciéon 3, en donde dicho
enlazador es un enlace peptidico.

5. El factor de coagulacién modificado con CTP para su uso segUn cualquiera de las reivindicaciones 1-4, en
donde durante la activacién, el polipéptido FVIl se escinde en R152 dando lugar a dominios de cadena
pesada y ligera que se mantienen unidos por un Unico puente disulfuro.

6. El polipéptido FVII de coagulacion modificado con CTP para su uso segun la reivindicacién 5, en donde
dichos dominios de cadena pesada y ligera estan separados y migran como bandas separadas de pesos
moleculares de 55 kDa y 25 kDa.

7. El factor de coagulaciéon modificado con CTP para su uso segUn cualquiera de las reivindicaciones 1-6, en
donde dicho factor de coagulacion modificado con CTP se administra a dicho sujeto en forma de una
composicién farmacéutica que comprende un portador farmacéuticamente aceptable.

8. El factor de coagulacién modificado con CTP para su uso segun la reivindicacién 7, en donde dicha
administracién es una vez a la semana.

9. El factor de coagulacién modificado con CTP para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-8,
mediante administracién subcuténea o intravenosa.

10. El factor de coagulacién modificado con CTP para su uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-9,
en donde dicho sujeto es un sujeto hemofilico, o0 es un sujeto que padece de una deficiencia de vitamina K o
una enfermedad hepética.

11. El factor de coagulacién modificado con CTP para su uso segln cualquiera de las reivindicaciones 1-10,
en donde dicho sujeto es un nifio.
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