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DESCRIPCION

Composicién farmacéutica liquida, acuosa de polipéptidos Factor VII.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a composiciones farmacéuticas acuosas liquidas que contienen polipéptidos factor
VII, y métodos para preparar y usar composiciones de este tipo, asi como recipientes que contienen composiciones de
este tipo, y el uso de composiciones de este tipo en el tratamiento de un sindrome sensible al factor VII. Més particu-
larmente, la invencidn se refiere a composiciones liquidas estabilizadas contra la degradacién quimica y/o fisica.

Antecedentes de la invencion

Una variedad de factores implicados en el proceso de coagulacion de la sangre ha sido identificada, incluyendo
el factor VII (FVII), una glicoproteina de plasma. La hemostasis es iniciada por la formacién de un complejo entre
el factor tisular (TF) estando expuesto a la sangre circulante tras una herida en la pared vascular, y el FVIIa que
estd presente en la circulacion en una cantidad correspondiente a aproximadamente un 1% de la masa de proteina
FVII total. FVII existe en el plasma principalmente como un zimégeno monocatenario que se divide por FXa en
su forma activada bicatenaria, FVIIa. El factor VIla activado recombinante (rFVIIa) ha sido desarrollado como un
agente prohemostatico. La administracion de rFVIla ofrece una respuesta prohemostatica rapida y altamente eficaz en
sujetos hemofilicos con sangrados que no pueden ser tratados con otros productos de factor de coagulacion debido a la
formacién de anticuerpos. También el sangrado en sujetos con una deficiencia de factor VII o sujetos con un sistema
de coagulacién normal, pero que experimentan un sangrado excesivo pueden ser tratados exitosamente con FVIIa.

Es deseable tener formas de administracién del factor VIIa adecuadas tanto para el almacenamiento como para la
entrega. De forma ideal, el farmaco es almacenado y administrado como un liquido. Alternativamente, el firmaco es
liofilizado, es decir, deshidratado por congelacion, y después reconstituido mediante la adicién de un diluyente ade-
cuado antes de que el paciente lo use. De forma ideal, el formaco tiene una estabilidad suficiente para ser almacenado
a largo plazo, es decir, mds de seis meses.

La decision bien de mantener el fairmaco final como un liquido o de deshidratarlo por congelacién normalmente
estd basada en la estabilidad del farmaco proteico en estas formas. La estabilidad de la proteina puede ser afec-
tada entre otras cosas por factores tales como la fuerza idnica, el pH, la temperatura, ciclos repetidos de conge-
lacién/descongelacion, y exposiciones a esfuerzos de cizalla. La proteina activa puede perderse como resultado de
inestabilidades fisicas, incluyendo la desnaturalizacién y la agregacion (la formacion de agregados tanto solubles co-
mo insolubles), asi como por inestabilidades quimicas, incluyendo, por ejemplo, la hidrélisis, la desamidacion, y la
oxidacién, por nombrar sélo unos pocos. Para una revisién general de la estabilidad de farmacos proteicos, véase, por
ejemplo, Manning, et al., Pharmaceutical Research (Investigacion Farmacéutica) 6: 903-918 (1989).

Puesto que la incidencia posible de inestabilidades de proteina es estimada ampliamente, es imposible predecir pro-
blemas de inestabilidad particulares de una proteina particular. Cualquiera de estas inestabilidades puede resultar en la
formacién de un subproducto de la proteina, o un derivado con actividad reducida, toxicidad aumentada, y/o inmuno-
genicidad aumentada. De hecho, la precipitacion de la proteina puede llevar a una trombosis, a una no homogeneidad
de la forma y la cantidad de la dosificacidn, asi como a la obstruccién de jeringas. Ademads, las modificaciones postra-
duccionales tales como, por ejemplo, la gamma-carboxilacién de residuos determinados de dcido glutdmico en el N-
término y la adicién de cadenas laterales de carbohidrato proporcionan sitios potenciales que pueden ser susceptibles
de modificacion tras el almacenamiento. También, especificamente para el factor VIla, siendo una serina proteasa,
puede tener lugar una fragmentacién debido a la autocatilisis (degradacién enzimatica). Asi, la seguridad y la eficacia
de cualquier composicién de una proteina estdn directamente relacionadas con su estabilidad. Mantener la estabilidad
en una forma liquida es generalmente diferente a mantener la estabilidad en una forma liofilizada debido al potencial
altamente aumentado para el movimiento molecular y de este modo la probabilidad aumentada de interacciones mo-
leculares. Mantener la estabilidad en una forma concentrada también es diferente a lo anterior, debido a la propensién
a agregar la formacién a concentraciones de proteina aumentadas.

En el desarrollo de una composicién liquida, muchos factores se toman en consideracién. La estabilidad liquida
a corto plazo, es decir, menos de seis meses, generalmente depende de evitar grandes cambios estructurales, tales
como la desnaturalizacién y la agregacion. Estos procesos son descritos en la bibliografia para una serie de proteinas,
y muchos ejemplos de agentes estabilizantes existentes. Es bien conocido que un agente eficaz a la hora de estabi-
lizar una proteina en realidad actda para desestabilizar otra. Tan pronto como la proteina ha sido estabilizada contra
grandes cambios estructurales, el desarrollo de una composicién liquida para una estabilidad a largo plazo (p. ej., de
mas de seis meses) depende de estabilizar ain mads la proteina a partir de tipos de degradacién especificos de esta
proteina. Tipos mds especificos de degradacién pueden incluir, por ejemplo, la aleatorizacién del enlace de disulfuro,
la oxidacién de residuos determinados, la desamidacion, la ciclizacién. Aunque no siempre es posible identificar las
especies individuales de degradacidn, se desarrollan ensayos para controlar cambios sutiles asi como para controlar la
capacidad de excipientes especificos para estabilizar inicamente la proteina de interés.

Es deseable que el pH de la composicion esté en un rango fisiologicamente adecuado tras la inyeccion/infusion, de
lo contrario puede resultar en dolor e incomodidad para el paciente.
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Para una revisién general de composiciones de proteinas, véase, por ejemplo, Cleland ez al.: The development of
stable protein compositions (El desarrollo de composiciones proteicas estables): A closer look at protein aggregation,
deamidation and oxidation, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems 1993, 10(4): 307-377 (Una mirada
més cercana a la agregacion de proteina, la desamidacién y la oxidacién, Revisiones Criticas en Sistemas Portadores
de Farmacos Terapéuticos); y Wang et al., Parental compositions of proteins and peptides: Stability and stabilizers,
Journal of Parental Science and Technology 1988 (Supplement), 42 (2S) (Composiciones parentales de proteinas y
péptidos: Estabilidad y estabilizadores, Revista de Ciencia Parental y Tecnologia 1988 (Suplemento), 42 (25)).

El factor VIla se somete a varias vias degradativas, especialmente a agregacién (dimerizacién), oxidacion, y rotura
autolitica (recorte del esqueleto peptidico o “degradacién de cadena pesada”). Ademads, puede ocurrir una precipita-
ciéon. Muchas de estas reacciones pueden ser desaceleradas significativamente retirando el agua de la proteina. No
obstante, el desarrollo de una composicién acuosa para el factor VIla tiene las ventajas de eliminar errores de re-
constitucidon, aumentando de este modo la exactitud de la dosificacion, asi como simplificando el uso del producto
clinicamente, aumentando de este modo la adaptabilidad del paciente. De forma ideal, las composiciones del factor
Vlla deberian ser estables durante mds de 6 meses en un amplio rango de concentraciones de proteina. Esto permite
la flexibilidad en métodos de administracién. Generalmente, formas mas altamente concentradas permiten la admi-
nistracién de volimenes inferiores, lo que es altamente deseable desde el punto de vista del paciente. Composiciones
liquidas pueden tener muchas ventajas sobre productos deshidratados por congelacién con respecto a la facilidad de
administracion y uso.

Hoy, la tnica composicién de polipéptido FVII hecha de forma recombinante comercialmente disponible, es un
producto de factor FVIla deshidradado por congelacién que es reconstituido antes de su uso; contiene una concen-
tracién de factor VIIa relativamente baja, p. €j., de aproximadamente 0,6 mg/ml. Un frasco (1,2 mg) de NovoSeven®
(Novo Nordisk A/S, Dinamarca) contiene 1,2 mg de factor humano VIla recombinante, 5,84 mg de NaCl, 2,94 mg de
CaCl,, 2 H,0, 2,64 mg de glicil-glicina (Gli-Gll), 0,14 mg de polisorbato 80, y 60,0 mg de manitol; estd reconstruido
para un pH 5.5 por 2,0 ml de agua para inyeccién (WFI). Una vez reconstituida, la solucién de proteina es estable para
el uso durante 24 horas. Asi, actualmente no hay ningtn producto liquido de factor VII listo para su uso o concentrado
disponible comercialmente.

US 2004/115590 A expone composiciones liquidas acuosas de factor VIIa. Se ha propuesto que la formulacién se
estabilize con calcio, u otros iones de metal bivalentes, p. €j. zinc para mantener la actividad del factor VIla.

WO 94/22905 A expone la purificacién de factor VII implicando una serie de fases de purificaciéon cromatografica,
donde Zn** estd presente en al menos una de las fases de purificacion.

Por consiguiente, es un objetivo de esta invencién proporcionar una composicion liquida farmacéutica acuosa de
polipéptido factor VII que proporcione un control aceptable de productos de degradacién quimica y/o fisica tales como
productos de degradacién enzimética o de autocatalisis.

Resumen de la invencion

Los inventores presentes han descubierto que el factor VII o sus andlogos (“polipéptidos factor VII”), al formularse
como composiciones farmacéuticas acuosas liquidas junto con al menos un agente conteniendo metal donde dicho
metal es seleccionado del grupo que consiste en cromo, manganeso, hierro, cobalto, niquel, y cobre del estado oxidante
+II exhiben una estabilidad mejorada y de ese modo permiten el almacenamiento prolongado antes del uso real.

Asi, un aspecto de la presente invencion se refiere a una composicidon farmacéutica liquida acuosa comprendiendo
un polipéptido factor VII (i); un agente amortiguador (ii) adecuado para mantener el pH en el rango de aproximada-
mente 4.0 a aproximadamente 9.0; al menos un agente conteniendo metal (iii), donde dicho metal sea seleccionado del
grupo que consiste en cromo, manganeso, hierro, cobalto, niquel, y cobre del estado oxidante +II; y un tensioactivo no
i6nico (iv).

Un segundo aspecto de la presente invencién se refiere a un método para preparar una composicioén farmacéutica
liquida acuosa de un polipéptido factor VII comprendiendo la fase de suministro del polipéptido factor VII (i) en una
solucién comprendiendo un agente amortiguador (ii) adecuado para mantener el pH en el rango de aproximadamente
4.0 a aproximadamente 9.0; al menos un agente conteniendo metal (iii), donde dicho metal sea seleccionado del grupo
que consiste en cromo, manganeso, hierro, cobalto, niquel, y cobre del estado oxidante +1I; y un tensioactivo no iénico

@iv).

Un tercer aspecto de la presente invencién se refiere a la composicion farmacéutica liquida acuosa para su uso
como medicamento.

Un cuarto aspecto de la presente invencion se refiere al uso de la composicion farmacéutica liquida acuosa para la
preparacion de un medicamento para tratar un sindrome sensible al factor VII.

Un quinto aspecto de la presente invencion se refiere a un método para tratar un sindrome sensible al factor VII,
comprendiendo el método la administracién de una cantidad eficaz de la composicion farmacéutica liquida acuosa a
un sujeto necesitado de la misma.
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Un sexto aspecto de la presente invencion se refiere a un contenedor hermético conteniendo la composicion farma-
céutica liquida acuosa y opcionalmente un gas inerte.

Un séptimo aspecto de la presente invencion se refiere a un método para la reduccién de la concentracion iénica
metdlica en una composicion farmacéutica liquida acuosa, comprendiendo dicho método la fase de poner en contacto
la composicién farmacéutica liquida acuosa con un material de intercambio catiénico.

Descripcion detallada de la invencion

Como se ha mencionado anteriormente, la presente invencion reside en el desarrollo de una nueva composicién
farmacéutica liquida acuosa estabilizada comprendiendo un polipéptido factor VII. M4s especificamente, la composi-
cion farmacéutica liquida acuosa comprende un polipéptido factor VII (i); un agente amortiguador (ii) adecuado para
mantener el pH en el rango de aproximadamente 4.0 a aproximadamente 9.0; al menos un agente conteniendo metal
(iii), donde dicho metal es seleccionado del grupo - que consiste en cromo, manganeso, hierro, cobalto, niquel, y cobre
del estado oxidante +II; y un tensioactivo no iénico (iv).

Los presentes inventores tienen la impresioén de que los primeros metales de la serie de transicién del estado
oxidante +I1I, excepto el zinc, no han sido utilizados previamente como estabilizantes en relacién con composiciones
farmacéuticas listas para el uso.

Usado aqui, el término “primeros metales de la serie de transicion del estado oxidante +II, excepto el zinc” se
destina a abarcar los metales titanio, vanadio, cromo, manganeso, hierro, cobalto, niquel y cobre. Como se describe
en varios libros de texto (p. ej. en “Basic Inorganic Chemistry” (Quimica Inorganica Bésica), 2* ed. Cotton, A. ef al.,
John Wiley & Sons, New York, 1987, capitulos 2-5, pagina 53), tanto el zinc como el cadmio y el mercurio tienen
propiedades diferentes de los metales restantes de la serie de metales de transicién. Por esta razén, el zinc no es
considerado util en relacién con la presente invencion.

El/Los metal(es) son seleccionados entre cromo, manganeso, hierro, cobalto, niquel, y cobre. Ejemplos ilustrativos
de agentes que contienen metal (iii) correspondientes a estos metales son cloruro de cromo(II), cloruro de manganeso
(1), cloruro de hierro(Il), cloruro de cobalto(Il), cloruro de niquel(Il), y cloruro de cobre(Il). Debe ser entendido que
el agente que contiene metal (iii) puede comprender dos o mas metales, p. €j. dos o mds primeros metales de la serie
de transicién seleccionados de entre cromo, manganeso, hierro, cobalto, niquel y cobre. Asi en algunos casos, dos o
mas de los agentes mencionados anteriormente pueden ser usados en combinacion.

Hasta ahora, los metales mds prometedores son el cobre y el manganeso. Ejemplos ilustrativos de agentes corres-
pondientes que contienen metal (iii) son el cloruro de cobre(II) y el cloruro de manganeso(II).

La concentracién del agente (o los agentes) conteniendo metal (iii) es tipicamente de al menos 1 uM. La concen-
tracion deseable (o necesaria) depende tipicamente del agente (o agentes) seleccionado(s) que contiene(n) metal, mas
especificamente de la afinidad de enlace del metal seleccionado del estado oxidante +II con el polipéptido factor VII.

En formas de realizacion diferentes, el agente que contiene metal (iii) estd presente en una concentracion de al
menos 5 uM, al menos 25 uM, al menos 50 uM, al menos 100 uM, al menos 200 uM, al menos 400 uM, al menos 500
uM, al menos 800 uM, al menos 900 uM, al menos 1000 uM, al menos S mM, al menos 25 mM, al menos 50 mM, al
menos 100 mM, al menos 200 mM, al menos 400 mM, al menos 800 mM, al menos 900 mM, o al menos 1000 mM.

En una forma de realizacién particular, el metal del agente que contiene metal (iii) es cobre y la concentracion de
dicho agente es de al menos 5 uM, asi como de al menos 10 M, al menos 15 uM, al menos 25 uM, o al menos 50
uUM.

En otra forma de realizacién particular, el metal del agente que contiene metal (iii) es manganeso y la concentracion
de dicho agente es de al menos 100 uM, asi como de al menos 500 uM, al menos 1 mM, o al menos 5 mM.

En varias formas de realizacion, la proporcién molar entre el agente que contiene metal (iii) (Me2+) y el polipéptido
FVII es: superior a 0,5; superior a 1; superior a 2; superior a 4; superior a 5; superior a 10; superior a 25; superior a 100;
superior a 150; tal como, p. €j., en la gama de 0,5-250, tal como 0,5-150, 0,5-100, 0,5-25, 1-250, 1-100, 1-25, 1-10.

En una forma de realizacion, la composicion contiene ademds calcio (Ca**) y/o magnesio (Mg?*), tales como, por
ejemplo, seleccionados de una lista de: cloruro de calcio, acetato de calcio, gluconato de calcio, levulinato de calcio,
cloruro de magnesio, acetato de magnesio, sulfato de magnesio, gluconato de magnesio, levulinato de magnesio, sales
de magnesio de 4cidos fuertes, o sus mezclas.

En una forma de realizacién, el calcio (Ca**) y/o el magnesio (Mg>*) estd presente en una concentracion de al
menos aproximadamente 0,1 M, tal como, p. €j., de al menos aproximadamente 0,5 uM, al menos aproximadamente
1 uM, al menos aproximadamente 5 uM, al menos aproximadamente 10 uM, al menos aproximadamente 50 uM, al
menos aproximadamente 100 uM, al menos aproximadamente 1 mM, al menos aproximadamente 2 mM, al menos
aproximadamente 5 mM, o al menos aproximadamente 10 mM. En una forma de realizacién particular la composicién
comprende al menos 2 mM de Ca**.
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En diversas formas de realizacion, la proporcién molar entre el calcio (Ca?*) y/o los iones de magnesio (Mg**) y el
polipéptido FVII es: 0,01-750; 0,001-250; 0,001-100; 0,001-10; 0,001-1.0; 0,001-0,5; 0,5-750; 0,5-250; 0,5-100; 0,5-
10; 0,5- 1,0; 0,001-0,4999; 0,005-0,050.

En una forma de realizacién de la presente invencién, la proporcién molar de calcio no complejo (Ca®*) y/o mag-
nesio (Mg**) con respecto al polipéptido del factor VII es inferior al 0,5, p. €j. en el rango de 0,001-0,499, tal como
0,005-0,050, o en el rango de 0,000-0,499, tal como en el rango de 0,000-0,050, o aproximadamente 0,000. En una
forma de realizacién de la presente invencion, la proporcién molar de calcio no complejo (Ca®*) con respecto al poli-
péptido factor VII, es inferior al 0,5, p. €j. en el rango de 0,001-0,499, tal como 0,005-0,050, o en el rango de 0,000-
0,499, tal como en el rango de 0,000-0,050, o aproximadamente 0,000.

En otra forma de realizacién, la proporcién molar de calcio no complejo y/o iones de magnesio con respecto al
polipéptido del factor VII es superior al 0,5. En otra forma de realizacién, la proporcién molar de iones de calcio no
complejos con respecto al polipéptido factor VII es superior al 0,5.

Para obtener la baja proporcion relativa entre iones de calcio y/o de magnesio (Ca*") y el polipéptido factor VII,
puede ser necesario o deseable eliminar exceso de calcio y/o de iones de magnesio, p. €j., poniendo en contacto la
composicién con un material de intercambio de iones bajo condiciones adecuadas para la eliminacién del Ca** y/o el
Mg?** sin eliminar los agentes que contienen metal (iii). Esto es particularmente pertinente donde la proporcion entre
iones de magnesio y/o calcio y el polipéptido factor VII en una solucién de una fase de proceso precedente a la fase
de formulacién excede el limite declarado anteriormente.

El efecto bioldgico de la composicién farmacéutica es principalmente asignado a la presencia del polipéptido factor
VII.

Segtn se utiliza en este caso, el término “polipéptido factor VII”” engloba el factor VII de tipo salvaje (es decir un
polipéptido que tiene la secuencia de aminodcidos descrita en la Patente U.S. n°. 4.784.950), asi como variantes de
factor VII que exhiben sustancialmente la misma o una actividad bioldgica mejorada en relacién con el factor VII de
tipo salvaje. El término “factor VII” va destinado a englobar polipéptidos del factor VII en su forma no dividida (de
zimégeno), asi como los que han sido procesados proteoliticamente para producir sus respectivas formas bioactivas,
lo que puede ser designado como factor VIla. Tipicamente, el factor VII es dividido entre los residuos 152 y 153 para
producir el factor VIla. El término “polipéptido factor VII” también engloba polipéptidos, incluyendo las variantes,
en los que la actividad biolégica del factor VIla ha sido sustancialmente modificada o reducida de alguna manera en
relacion a la actividad del factor VIla de tipo salvaje. Estos polipéptidos incluyen, sin limitacion, el factor VII o el
factor VIla en el cual han sido introducidas alteraciones especificas de secuencia de aminodcidos que modifican o
disgregan la bioactividad del polipéptido.

La actividad bioldgica del factor VIIa en la coagulacién de la sangre deriva de su capacidad de (i) enlazar con el
factor tisular (TF) y (ii) catalizar la rotura proteolitica del factor IX o factor X para producir el factor activado IX o X
(factor IXa o Xa, respectivamente).

Para los objetivos de la invencidn, la actividad biolégica de los polipéptidos factor VII (“actividad bioldgica del
factor VII”) puede ser cuantificada midiendo la capacidad de una preparacién para estimular la coagulacién de la
sangre usando el plasma y la tromboplastina deficentes del factor VII, como se describe, p. ¢€j., en la Patente U.S. n°.
5.997.864 0 WO 92/15686, o como se describe en el Ensayo 4 de la presente especificacion (véase abajo). Alternativa-
mente, la actividad bioldégica del factor VIIa puede ser cuantificada por (i) la medicién de la capacidad del factor VIla
o de un polipéptido relacionado con el factor VII para producir el factor activado X (factor Xa) en un sistema com-
prendiendo TF introducido en una membrana lipidica y factor X. (Persson et al., J. Biol. Chem. 272:19919-19924,
1997); (ii) la medicién de la hidrdlisis del factor X en un sistema acuoso (“In Vitro Proteolysis Assay” (Ensayo de
Proteolisis In Vitro), Ensayo 2 abajo); (iii) la medicion de la unién fisica del factor VIIa o un polipéptido relacionado
con el factor VII al TF usando un instrumento basado en la resonancia de plasmon superficial (Persson, FEBS Letts.
413:359-363, 1997); (iv) la medicién de la hidrélisis de un sustrato sintético mediante factor VIIa y/o un polipéptido
relacionado con el factor VII (“In Vitro Hydrolysis Assay” (Ensayo de Hidrélisis In Vitro), Ensayo 1 abajo); o (v) la
medicién de la generacién de trombina en un sistema in vitro independiente de TF (Ensayo 3 abajo).

Variantes del factor VII teniendo sustancialmente la misma actividad bioldgica o mejorada en relacién al factor
VlIa de tipo salvaje engloban las que exhiben al menos aproximadamente un 25%, preferiblemente al menos apro-
ximadamente un 50%, mds preferiblemente al menos aproximadamente un 75% y lo mds preferiblemente al menos
aproximadamente un 90% de la actividad especifica del factor VIIa que ha sido producida en el mismo tipo de células
al ser analizadas en uno o més de un ensayo de coagulacién, ensayo de proteolisis, o ensayo de enlace con TF como
se ha descrito anteriormente. Variantes del factor VII teniendo una actividad bioldgica sustancialmente reducida en
relacién al factor VIla de tipo salvaje son las que exhiben menos de aproximadamente un 25%, tal como, p. €j., menos
de aproximadamente un 10%, o menos de aproximadamente un 5% de la actividad especifica del factor VIla de tipo
salvaje que ha sido producida en el mismo tipo de células al ser analizadas en uno o mds de un ensayo de coagulacion,
ensayo de proteolisis, o ensayo de enlace al TF como se ha descrito anteriormente. Variantes del factor VII teniendo
una actividad bioldgica sustancialmente modificada en relacién al factor VII de tipo salvaje incluyen, sin limitacion,
variantes del factor VII que exhiben actividad proteolitica de factor X independiente de TF y las que enlazan con TF
pero no dividen el factor X.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2335994 T3

Variantes del factor VII, tanto si exhiben sustancialmente la misma bioactividad o mejor que el factor VII de tipo
salvaje, o, alternativamente, exhiben una bioactividad sustancialmente modificada o reducida en relacidn al factor VII
de tipo salvaje, incluyen, sin limitacién, polipéptidos con una secuencia de aminoacidos que difiere de la secuencia
del factor VII de tipo salvaje por la insercidn, la delecidn, o la sustitucién de uno o mas aminoacidos.

Ejemplos no limitativos de variantes del factor VII que tienen sustancialmente la misma actividad biolégica que
el factor VII de tipo salvaje incluyen S52A-FVIla, S60A-FVIla (Lino et al., Arch. Biochem. Biophys. 352: 182-192,
1998); variantes de FVIIa que exhiben una estabilidad proteolitica aumentada como se describe en la Patente U.S.
n°. 5.580.560; factor VIla que ha sido proteoliticamente dividido entre residuos 290 y 291 o entre residuos 315 y
316 (Mollerup et al., Biotechnol. Bioeng. 48:501-505, 1995); formas oxidadas de factor VIla (Kornfelt ef al., Arch.
Biochem. Biophys. 363:43-54, 1999); variantes de FVII como se describe en PCT/DK02/00189; y variantes de FVII
que exhiben una estabilidad proteolitica aumentada como se describe en WO 02/38162 (Scripps Research Institute);
variantes de FVII que tienen un dominio Gla modificado y que exhiben una unién de membrana mejorada como
se describe en WO 99/20767 (Universidad de Minnesota); y variantes de FVII como se describe en WO 01/58935
(Maxigen ApS).

Ejemplos no limitativos de variantes del factor VII que tienen una actividad biolégica aumentada en comparacién
con el FVIIa de tipo salvaje incluyen variantes de FVII como se describe en WO 01/83725, WO 02/22776, WO
02/077218, WO 03/27147, WO 03/37932; WO 02/38162 (Scripps Research Institute); y variantes de FVIIa con una
actividad mejorada como se describe en JP 2001061479 (Chemo-Sero-Therapeutic Res Inst.).

Ejemplos no limitativos de variantes de factor VII que tienen una actividad biolégica sustancialmente reducida o
modificada en relacién al factor VII de tipo salvaje incluyen R152E-FVIIa (Wildgoose it et al., Biochem 29:3413-
3420, 1990).

Ejemplos explicitos de polipéptidos factor VII incluyen, sin limitacidn, el factor VII de tipo salvaje, L305V-FVII,
L305V/M306D/D309S-FVII, L305I-FVII, L305T-FVIL, F374P-FVII, V158T/M298Q-FVII, V158D/E296V/M298Q-
FVII, K337A-FVII, M298Q-FVII, V158D/M298Q-FVII, L305V/K337A-FVII, V158D/E296V/M298Q/L.305V-FVII,
V158D/E296V/M298Q/K337A-FVII, VI158D/E296V/M298Q/L305V/K337A-FVII, KI157A-FVII, E296V-FVII,
E296V/M298Q FVII, V158D/E296V-FVII, V158D/M298K-FVII, y S336G-FVII, L305V/K337A-FVII, L305V/
V158D-FVII, L305V/E296V-FVII, L305V/M298Q-FVII, L305V/V158T-FVII, L305V/K337A/V158T-FVII, L305V/
K337A/M298Q-FVII, L305V/K337A/E296V-FVII, L305V/K337A/V158D-FVII, L305V/V158D/M298Q-FVII,
L305V/V158D/E296V-FVII, L305V/V158T/M298Q-FVII, L305V/V158T/E296V-FVII, L305V/E296V/M298Q-
FVIIL, L305V/V1 58D/E296V/M298Q-FVII, L305V/V158T/E296V/M298QFVII, L305V/V158T/K337A/M298Q-
FVII, L305V/V158T/E296V/K337A-FVII, L305V/V158D/K337A/M298Q-FVII, L305V/V158D/E296V/K337A-
FVII, L305V/V158D/E296V/M298Q/K337A-FVII, L305V/V158T/E296V/M298Q/K337A-FVII, S314E/K316H-
FVII, S314E/K316Q-FVII, S314E/L305V-FVII, S314E/K337A-FVII, S314E/V158D-FVII, S314E/E296V-FVII,
S314E/M298Q-FVII, S314E/V158T-FVII, K316H/L305V-FVII, K316H/K337A-FVII, K316H/V158D-FVII,
K316H/E296V-FVII, K316H/M298Q-FVII, K316H/V158T-FVII, K316Q/L305V-FVII, K316Q/K337A-FVII,
K316Q/V158D-FVII, K316Q/E296V-FVII, K316Q/M298Q-FVII, K316Q/V158T-FVII, S314E/L305V/K337A-
FVIIL, S314E/L305VA/158D-FVII, S314E/L.305V/E296V-FVII, S314E/L.305V/M298Q-FVII, S314E/LL305V/V1 58T-
FVII, S314E/L305V/K337A/V1 58T-FVII, S314E/L305V/K337A/M298Q FVII, S314E/L305V/K337A/E296V-
FVII, S314E/L305V/K337A/V158D-FVII, S314E/L305V/V158D/M298Q-FVII, S314E/L305V/V158D/E296V-
FVII, S314E/L305V/V158T/M298Q-FVII, S314E/L305V/V158T/E296V-FVII, S314E/L305V/E296V/M298Q-FVII,
S314E/L305V/V158D/E296V/M298Q-FVII, S314E/L305V/V158T/E296V/M298Q-FVII, 5314E/L305V/V158T/
K337A/M298Q-FVII, S314E/L305V/V158T/E296V/K337A-FVII, S314E/L305V/V158D/K337A/M298Q FVII,
S314E/L305V/V158D/E296V/K337A-FVII, S314E/L305V/V158D/E296V/M298Q/K337A-FVII, S314E/L305V/
V158T/E296V/M298Q/K337A-FVII, K316H/L305V/K337A-FVII, K316H/L305V/V158D-FVII, K316H/L305V/
E296V-FVII, K316H/L305V/M298Q-FVII, K316H/L305V/V158T-FVII, K316H/L305V/K337A/V1 58T-FVII,
K316H/L305V/K337A/M298Q-FVII, K316H/L305V/K337A/E296V-FVII, K316H/L305V/K337A/V158D-FVII,
K316H/L305V/V158D/M298Q-FVII, K316H/L305V/V158D/E296V-FVII, K316H/L305V/V158T/M298Q-FVII,
K316H/L305V/V158T/E296V-FVII, K316H/L305V/E296V/M298Q-FVII, K316H/L305V/V158D/E296V/M298Q-
FVII, K316H/L305V/V158T/E296V/M298Q-FVII, K316H/L305V/V158T/K337A/M298Q-FVII, K316H/L305V/
V158T/E296V/K337A FVII, K316H/L305V/V158D/K337A/M298Q-FVII, K316H/L305V/V1 58D/E296V/K337A
FVII, K316H/L305V/V158D/E296V/M298Q/K337A-FVII, K316H/L305VA/158T/E296V/M298Q/K337A-FVII,
K316Q/L305V/K337A-FVII, K316Q/L305V?/158D-FVII, K316Q/L305V/E296V-FVII, K316Q/L305V/M298Q-
FVII, K316Q/L305V/V158T-FVII, K316Q/L305V/K337A/V158T-FVII, K316Q/L305V/K337A/M298Q-FVII,
K316Q/L305V/K337A/E296V-FVII, K316Q/L305V/K337A/V158D-FVII, K316Q/L305V/V158D/M298Q-FVII,
K316Q/L305V/V158D/E296V-FVII, K316Q/L305V/V158T/M298Q-FVII, K316Q/L305V/V158T/E296V-FVII,
K316Q/L305V/E296V/M298Q-FVII, K316Q/L305V/V158D/E296V/M298Q-FVII, K316Q/L305V/V158T/E296V/
M298Q-FVII, K316Q/L305V/V1 58T/K337A/M298Q-FVI 1, K316Q/L305VA/158T/E296V/K337A-FVII, K316Q/
L305VA/158D/K337A/M298Q-FVII, K316Q/L305V/V158D/E296V/K337A FVII, K316Q/L305V/V158D/E296V/
M298Q/K337A-FVII, K316Q/L305V/V158T/E296V/M298Q/K337A-FVII, F374Y/K337A-FVII, F374Y/V158D-
FVII, F374Y/E296V-FVII, F374Y/M298Q-FVII, F374Y/V158T-FVII, F374Y/S314E-FVII, F374Y/L305V-FVII,
F374Y/L305V/K337A-FVII, F374Y/L305V/V158D-FVII, F374Y/L305V/E296V-FVII, F374Y/L305V/M298Q-
FVII, F374Y/L305V/V158T-FVII, F374Y/L305V/S314E-FVII, F374Y/K337A/S314E-FVII, F374Y/K337A/V158T-
FVII, F374Y/K337A/M298Q-FVII, F374Y/K337A/E296V-FVII, F374Y/K337A/V158D-FVII, F374Y/V158D/
S314E-FVII, F374Y/V158D/M298Q-FVII, F374Y/V158D/E296V-FVII, F374Y/V1 58T/S314E-FVII, F374Y/

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2335994 T3

V158T/M298Q-FVII, F374Y/V158T/E296V-FVII, F374Y/E296V/S314E-FVII, F374Y/S314E/M298Q-FVII,
F374Y/E296V/M298Q-FVII, F374Y/L305V/K337A/V158D-FVII, F374Y/LL305V/K337A/E296V-FVII, F374Y/
L305V/K337A/M298Q-FVII, F374Y/L305V/K337A/V158T-FVII, F374Y/L305V/K337A/S314E-FVII, F374Y/
L305V/V158D/E296V-FVII, F374Y/L305V/V158D/M298Q-FVII, F374Y/L305V/V158D/S314E-FVII, F374Y/
L305V/E296V/M298Q-FVII, F374Y/L305V/E296V/V158T-FVII, F374Y/L305V/E296V/S314E-FVII, F374Y/
L305V/M298Q/V158T-FVII, F374Y/L305V/M298Q/S314E-FVII, F374Y/L305V/V158T/S314E-FVII, F374Y/
K337A/S314E/V158T-FVII, F374Y/K337A/S314E/M298Q-FVII, F374Y/K337A/S314E/E296V-FVII, F374Y/
K337A/S314E/V1 58D-FVII, F374Y/K337A/V158T/M298Q-FVII, F374Y/K337A/V158T/E296V-FVII, F374Y/
K337A/M298Q/E296V-FVII, F374Y/K337A/M298Q/V158D-FVII, F374Y/K337A/E296V/V158D-FVII, F374Y/
V158D/S314E/M298Q-FVII, F374Y/V158D/S314E/E296V-FVII, F374Y/V158D/M298Q/E296V-FVII, F374Y/
V158T/S314E/E296V-FVII, F374Y/V158T/S314E/M298Q-FVII, F374Y/V158T/M298Q/E296V-FVII, F374Y/
E296V/S314E/M298Q-FVII, F374Y/L305V/M298Q/K337A/S314E-FVII, F374Y/L305V/E296V/K337A/S314E-
FVII, F374Y/E296V/M298Q/K337A/S314EFVII, F374Y/L305V/E296V/M298Q/K337A FVII, F374Y/L305V/
E296V/M298Q/S314E-FVII, F374Y/V158D/E296V/M298Q/K337A-FVII, F374Y/V158D/E296V/M298Q/S314E-
FVII, F374Y/L305V/V158D/K337A/S314E-FVII, F374Y/V158D/M298Q/K337A/S314E-FVII, F374Y/V158D/
E296V/K337A/S314E FVII, F374Y/L305V/V158D/E296V/M298Q-FVII, F374Y/L305VA/158D/M298Q/K337A-
FVII, F374Y/L305V/V158D/E296V/K337A-FVII, F374Y/L305V/V158D/M298Q/S314E-FVII, F374Y/L305VA/
158D/E296V/S314E FVII, F374Y/V158T/E296V/M298Q/K337A-FVII, F374Y/V158T/E296V/M298Q/S314E-
FVII, F374Y/L305V/V158T/K337A/S314E-FV11, F374YA/158T/M298Q/K337A/S314E-FVII, F374Y/V158T/
E296V/K337A/S314E FVII, F374Y/L305V/V158T/E296V/M298Q-FVII, F374Y/L305V/V158T/M298Q/K337A-
FVII, F374Y/L305V/V158T/E296V/K337A-FVII, F374Y/L305V/V158T/M298Q/S314E-FVII, F374Y/L305V/
V158T/E296V/S314E FVII, F374Y/E296V/M298Q/K337A/V158T/S31 4E-FVII, F374Y/V158D/E296V/M298Q/
K337A/S314E-FVII, F374Y/L305V/V158D/E296V/M298Q/S314E-FVII, F374Y/L305V/E296V/M298Q/V158T/
S314E-FVII, F374Y/L305V/E296V/M298Q/K337A/V158T-FVII, F374Y/L305V/E296V/K337A/V158T/S314E-
FVII, F374Y/L305V/M298Q/K337A/V158T/S314E-FVII, F374Y/L305V/V158D/E296V/M298Q/K337A-FVII,
F374Y/L305V/V158D/E296V/K337A/S314E-FVII, F374Y/L305V/V158D/M298Q/K337A/S314E-FVII, F374Y/
L305V/E296V/M298Q/K337A/V158T/S314E-FVII, F374Y/L305V/V158D/E296V/M298Q/K337A/S314E-FVII,
S52A-Factor VII, S60A-Factor VII; R152E-Factor VII, S344A-Factor VII, Factor VIla carente de dominio Gla;
y P11Q/K33E-FVII, T106N-FVII, K143N/N145T-FVII, V253N-FVII, R290N/A292T-FVII, G291N-FVII, R315N/
V317T-FVII, K143N/N145T/R315N/V317T-FVII; y FVII teniendo sustituciones, adiciones o deleciones en la se-
cuencia de aminoacidos del 233Tr al 240Asn, FVII teniendo sustituciones, adiciones o deleciones en la secuencia de
aminodcidos del 304Arg al 329Cys, y FVII teniendo sustituciones, deleciones, o adiciones en la secuencia de aminoa-
cidos Ile153-Arg223.

En algunas formas de realizacion, el polipéptido factor VII es el factor humano VIIa (hFVIIa), preferiblemente el
factor humano VlIla producido recombinantemente (rhVIla).

En otras formas de realizacion, el polipéptido factor VII es una variante de secuencia del factor VII.

En algunas formas de realizacion, el polipéptido factor VII tiene una glicosilacién diferente al factor humano VII
de tipo salvaje.

En varias formas de realizacion, p. €j. en las que el polipéptido factor VII es un polipéptido relacionado con el
factor VII o una variante de secuencia del factor VII, la proporcién entre la actividad del polipéptido del factor VIl y la
actividad del factor humano nativo VIIa (FVIIa de tipo salvaje) es de al menos aproximadamente 1,25, preferiblemente
de al menos aproximadamente 2,0, o 4,0, lo mas preferiblemente de al menos aproximadamente 8,0, al analizarse en
el “Ensayo de Proteolisis In Vitro” como se describe en la presente especificacion.

En algunas formas de realizacion, los polipéptidos factor VII son polipéptidos relacionados con el factor VII, en
particular variantes, donde la proporcion entre la actividad de dicho polipéptido factor VII y la actividad del factor
humano nativo VIIa (FVIla de tipo salvaje) es de al menos aproximadamente 1,25 al analizarse en el “Ensayo de
Hidrdlisis In Vitro” (véase “Ensayos”, abajo); en otras formas de realizacion, la proporcion es de al menos aproxima-
damente 2,0; en mas formas de realizacidn, la proporcién es de al menos aproximadamente 4,0.

En diferentes formas de realizacién, el polipéptido factor VII estd presente en una concentracion de 0,1-15 mg/ml;
0,1-10,0 mg/ml; 0,5-5,0 mg/ml; 0,6-4,0 mg/ml; 1,0-4,0 mg/ml; 0,1-5 mg/ml; 0,1-4,0 mg/ml; 0,1-2 mg/ml; o 0,1-1,5
mg/ml.

La concentraciéon del factor VIla es convenientemente expresada en mg/ml o en IU/ml, con 1 mg normalmente
representando 43000 - 56000 UI o més.

Para restituir la composicién farmacéutica acuosa liquida util para la administracién parenteral directa a un ma-
mifero tal como un humano, es normalmente requerido que el valor de pH de la composicién se mantenga dentro de
ciertos limites, tales como de aproximadamente 4.0 a aproximadamente 9.0. Para asegurar un valor de pH adecuado
segtin las condiciones dadas, la composicién farmacéutica también comprende un agente amortiguador (ii) adecuado
para mantener el pH en el rango de aproximadamente 4.0 a aproximadamente 9.0.



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2335994 T3

El término “agente amortiguador” engloba los agentes o las combinaciones de agentes que mantienen la solucién
de pH en un rango aceptable de aproximadamente 4.0 a aproximadamente 9.0. El término ademds engloba agentes
0 una combinacién de agentes con una capacidad limitada adecuada para enlazar los iones de metal estabilizantes
divalentes (es decir, una formacion limitada de complejos metédlicos con el primer metal de la serie de transicién del
estado oxidante +II segun la invencién). En una forma de realizacién los agentes amortiguadores o la combinacién
de agentes y los iones de metal divalentes en la composiciéon muestran una afinidad de enlace de aproximadamente
un 1% o menos en comparacién con la afinidad de enlace de los iones de metal divalentes hacia el polipéptido factor
VII

En una forma de realizacién, el agente amortiguador (ii) es al menos un componente seleccionado a partir de los
grupos que consisten en dcidos y sales de MES, PIPES, ACES, BES, TES, HEPES, TRIS, glicinamida, histidina (p.
ej. L-histidina), imidazol, glicina, glicil-glicina, 4cido glutérico, acido citrico (p. ej. citrato de potasio o sodio), acido
tartdrico, dcido malico, 4dcido maleico, 4cido fosférico (p. ej. fosfato de potasio o sodio), dcido acético (p. ej. acetato
de calcio, sodio o amonio), 4cido lactico, y 4cido succinico. Debe ser entendido que el agente amortiguador puede
comprender una mezcla de dos o mds componentes, donde la mezcla es capaz de proporcionar un valor de pH en el
rango definido. Como ejemplos pueden ser mencionados el 4cido acético y el acetato de sodio, el dcido acético y la
histidina, etc.

La concentracion del agente amortiguador se elige de manera que mantenga el pH preferido de la solucién. En
varias formas de realizacién, la concentracion del agente amortiguador es de 1-100 mM; 1-50 mM; 1-25 mM; o 2-20
mM.

En una forma de realizacién, el pH de la composicién se mantiene de aproximadamente 4.0 a aproximadamente
9.0; tal como de aproximadamente 5.0 a aproximadamente 9.0, de aproximadamente 4.0 a aproximadamente 8.0, de
aproximadamente 4.0 a aproximadamente 7.5, de aproximadamente 4.0 a aproximadamente 7.0; de aproximadamente
4.5 a aproximadamente 7.5; de aproximadamente 4.5 a aproximadamente 7.0; de aproximadamente 5.0 a aproxima-
damente 7.5; de aproximadamente 5.0 y aproximadamente 7.0; de aproximadamente 5.0 a aproximadamente 6.5; de
aproximadamente 5.0 a aproximadamente 6.0; de aproximadamente 5.5 a aproximadamente 7.5; de aproximadamente
5.5 a aproximadamente 7.0; de aproximadamente 5.5 a aproximadamente 6.5; de aproximadamente 6.0 a aproxima-
damente 7.5; de aproximadamente 6.5 a aproximadamente 7.5; o de aproximadamente 6.0 a aproximadamente 7.0; de
aproximadamente 6.4 a aproximadamente 6.6, o aproximadamente 6.5, de aproximadamente 5.2 a aproximadamente
5.7, o aproximadamente 5.5.

La composicién farmacéutica también incluye un tensioactivo no iénico. Los “Tensioactivos” (también conoci-
dos como “detergentes”) generalmente incluyen los agentes que protegen la proteina de las tensiones inducidas por
el aire/interaccién con la solucién y de las tensiones inducidas por la solucién/superficie (p. ej. que resultan en la
agregacion de la proteina).

Tipos tipicos de agentes tensioactivos no idénicos son polisorbatos, poloxdmeros, éteres de alquilo de polioxietile-
no, copolimeros de bloque de polietileno/polipropileno, polietilenoglicol (PEG), estearatos de polixietileno, y aceites
castoreos de polioxietileno.

Ejemplos ilustrativos de agentes tensioactivos no iénicos son Tween®, polisorbato 20, polisorbato 80; Brij-35 (éter
de dodecilo de polioxietileno), poloxdmero 188, poloxdmero 407; PEG8000, Pluronic® polioles, polioxi 23 éter de
lauril, Brij-35, Myrj 49, y Cremophor A.

En una forma de realizacion, el tensioactivo no iénico estd presente en una cantidad del 0,005-2,0% en peso.

Ademds de los cuatro componentes obligatorios, la composicién farmacéutica acuosa liquida puede comprender
componentes adicionales provechosos para la preparacién, la formulacion, la estabilidad, o la administracién de la
composicion.

También, la composicién puede ademds comprender un agente modificador de tonicidad (v).

Como se utiliza en este caso, el término “agente modificador de tonicidad” incluye agentes que contribuyen a
la osmolalidad de la solucién. El agente modificador de tonicidad (v) incluye al menos uno seleccionado del grupo
que consiste en sales neutrales, aminodcidos, péptidos de 2-5 residuos de aminoédcidos, monosacaridos, disacéridos,
polisacdridos, y polialcoholes. En algunas formas de realizacion, la composicién comprende dos o mds agentes de este
tipo en combinacién.

Por “sal neutral” se entiende una sal que no es ni un 4cido ni una base al disolverse en una solucién acuosa.

En una forma de realizacidén, al menos un agente modificador de tonicidad (v) es una sal neutral seleccionada a
partir de los grupos que consisten en sales de sodio, sales de potasio, sales de calcio, y sales de magnesio, tales como
cloruro de sodio, cloruro de potasio, cloruro de calcio, acetato de calcio, gluconato de calcio, levulinato de calcio,
cloruro de magnesio, acetato de magnesio, gluconato de magnesio, y levulinato de magnesio.
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En otra forma de realizacién, el agente modificador de tonicidad (v) incluye cloruro de sodio en combinacién con
al menos uno seleccionado de los grupos que consisten en cloruro de calcio, acetato de calcio, cloruro de magnesio y
acetato de magnesio.

En otra forma de realizacién mds, el agente modificador de tonicidad (v) es al menos uno seleccionado del grupo
que consiste en cloruro de sodio, cloruro de calcio, sacarosa, glucosa, y manitol.

En formas de realizacion diferentes, el agente modificador de tonicidad (v) estd presente en una concentracion de
al menos 1 mM, al menos 5 mM, al menos 10 mM, al menos 20 mM, al menos 50 mM, al menos 100 mM, al menos
200 mM, al menos 400 mM, al menos 800 mM, al menos 1000 mM, al menos 1200 mM, al menos 1500 mM, al menos
1800 mM, al menos 2000 mM, o al menos 2200 mM.

En una serie de formas de realizacion, el agente modificador de tonicidad (v) estd presente en una concentracion de
5-2200 mM, tal como de 25-2200 mM, 50-2200 mM, 100-2200 mM, 200-2200 mM, 400-2200 mM, 600-2200 mM,
800-2200 mM, 1000-2200 mM, 1200-2200 mM, 1400-2200 mM, 1600-2200 mM, 1800-2200 mM, o 2000-2200 mM;
5-1800 mM, 25-1800 mM, 50-1800 mM, 100-1800 mM, 200-1800 mM, 400-1800 mM, 600-1800 mM, 800-1800 mM,
1000-1800 mM, 1200-1800 mM, 1400-1800 mM, 1600-1800 mM; 5-1500 mM, 25-1400 mM, 50-1500 mM, 100-1500
mM, 200-1500 mM, 400-1500 mM, 600-1500 mM, 800-1500 mM, 1000-1500 mM, 1200-1500 mM; 5-1200 mM, 25-
1200 mM, 50-1200 mM, 1 00-1200 mM, 200-1200 mM, 400-1200 mM, 600-1200 mM, o 800-1200 mM.

En una forma de realizacion de la invencién, al menos un agente modificador de tonicidad (v) es un agente modi-
ficador de fuerza idnica (v/a).

Como se utiliza en este caso, el término “agente modificador de fuerza iénica” incluye agentes que contribuyen a
la fuerza idnica de la solucion. Los agentes incluyen, pero no se limitan a, sales neutrales, aminoacidos, péptidos de
de 2 a 5 residuos de aminoécidos. En algunas formas de realizacion, la composicién comprende dos o mds de agentes
de este tipo en combinacion.

Ejemplos no limitantes de agentes modificadores de fuerza i6nica (v/a) son sales neutrales tales como cloruro de
sodio, cloruro de potasio, cloruro de calcio y cloruro de magnesio. En una forma de realizacion, el agente (v/a) es
cloruro de sodio.

El término “fuerza iénica” es la fuerza iénica de la solucién (u) que se define por la ecuacién: u = Y2 Y, ([i1(Z;%)),
doénde p es la fuerza idnica, [I] es la concentracion milimolar de un i6n, y Z; es la carga (+ o -) de este i6n (véase, por
ejemplo, Solomon, Journal of Chemical Education, 78(12): 1691-92, 2001; James Fritz y George Schenk: Quantitative
Aalytical Chemistry, 1979).

En formas de realizacién diferentes de la invencidn, la fuerza i6nica de la composicién es de al menos 50 mM, tal
como de al menos 75 mM, al menos 100 mM, al menos 150 mM, al menos 200 mM, al menos 250 mM, al menos
400 mM, al menos 500 mM, al menos 650 mM, al menos 800 mM, al menos 1000 mM, al menos 1200 mM, al menos
1600 mM, al menos 2000 mM, al menos 2400 mM, al menos 2800 mM, o al menos 3200 mM.

En algunas formas de realizacion especificas, la concentracion total del agente modificador de tonicidad (v) y del
agente modificador de fuerza idnica (v/a) estd en el rango de 1-1000 mM, tal como 1-500 mM, 1-300 mM, 10-200
mM, o 20-150 mM; o tal como 100-1000 mM, 200-800 mM, o 500-800 mM, dependiendo del efecto que cualquier
otro ingrediente pueda ejercer en la tonicidad y la fuerza idénica.

En una forma de realizacién, la composicion es isotdnica; en otra, es hiperténica.

El término “isoténico” significa “isoténico con suero”, es decir a aproximadamente 300 + 50 miliosmol/kg. La
tonicidad tiene la funcién de ser una medida de osmolalidad de la solucién antes de la administracién. El término
“hiperténico” tiene la funcidn de designar niveles de osmolalidad superiores al nivel fisiolgico del suero, tales como
niveles superiores a 300 + 50 miliosmol/kg.

También, una forma de realizacién particular de la presente invencién se refiere a la combinacién del agente que
contiene metal (iii) con una concentracion bastante alta de un agente modificador de fuerza i6nica (v/a) seleccionado
del grupo que consiste en sales de sodio, sales de calcio y sales de magnesio. En esta forma de realizacion, el agente
modificador de fuerza i6nica (v/a), es decir la sal de sodio, la sal de calcio y/o la sal de magnesio, estd presente en una
concentracion de 15-1500 mM, tal como 15-1000 mM, 25-1000 mM, 50-1000 mM, 100-1000 mM, 200-1000 mM,
300-1000 mM, 400-1000 mM, 500-1000 mM, 600-1000 mM, 700-1000 mM; 15-800 mM, 25-800 mM, 50-800 mM,
100-800 mM, 200-800 mM, 300-800 mM, 400-800 mM, 500-800 mM; 15-600 mM, 25-600 mM, 50-600 mM, 100-
600 mM, 200-600 mM, 300-600 mM; 15-400 mM, 25-400 mM, 50-400 mM, o 100-400 mM.

Dentro de estas formas de realizacion, la sal de sodio puede ser cloruro de sodio, la sal de calcio puede ser seleccio-
nada del grupo que consiste en cloruro de calcio, acetato de calcio, gluconato de calcio, y levulinato de calcio, y la sal
de magnesio puede ser seleccionada del grupo que consiste en cloruro de magnesio, acetato de magnesio, gluconato de
magnesio, levulinato de magnesio, y sales de magnesio de 4cidos fuertes. En una forma de realizacion mas especifica,
una sal de calcio y/o una sal de magnesio es/son usada(s) en combinacién con cloruro de sodio.
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En otra forma de realizacién, la composiciéon ademds comprende (vi) un antioxidante. En formas de realizacién
diferentes, el antioxidante es seleccionado del grupo que consiste en L-metionina, D-metionina, andlogos de metioni-
na, péptidos que contienen metionina, homélogos de metionina, dcido ascérbico, cisteina, homocisteina, gluthatione,
cistina, y cistationina. En una forma de realizacion preferida, el antioxidante es L-metionina.

La concentracién del antioxidante es tipicamente de 0,1-5,0 mg/ml, tal como 0,1-4,0 mg/ml, 0,1-3,0 mg/ml, 0,1-
2,0 mg/ml, o0 0,5-2,0 mg/ml.

Aunque los ejemplos de antioxidantes anteriores son aplicables en la presente invencidn, estd previsto que una
serie de compuestos especificos, p. e]j. metionina, puede formar complejos con los iones de metal del/de los agente(s)
que contiene(n) metal (iii). Esto puede resultar en una concentracién un poco menos eficaz del/de los agente(s) que
contiene(n) metal (iii).

Por esta razén, en formas de realizacién particulares la composicién no incluye un antioxidante; en cambio la
susceptibilidad del polipéptido factor VII a la oxidacién se controla mediante la exclusion del aire atmosférico. El uso
de un antioxidante también puede por supuesto ser combinado con la exclusién controlada del aire atmosférico.

Asi, la presente invencién también proporciona un contenedor hermético (p. €j. un frasco o un cartucho (tal como
un cartucho para un aplicador de pluma o conjunto de jeringuilla)) conteniendo una composicién farmacéutica acuosa
liquida tal como se define aqui, y opcionalmente un gas inerte.

El gas inerte puede ser seleccionado de los grupos que consisten en nitrogeno, argén, etc. El contenedor (p. ej.
frasco o cartucho) estd tipicamente hecho de vidrio o de plastico, en particular de vidrio, opcionalmente cerrado por
un tabique de goma u otros medios de cierre lo que permite la penetracion conservando la integridad de la composicién
farmacéutica. En una forma de realizacion particular de lo mismo, la composicién no comprende un antioxidante (vi).
En otra forma de realizacion, el contenedor es un frasco o cartucho metido en una bolsa sellada, p. €j. una bolsa de
plastico sellada, tal como un laminado (p. ej. una bolsa de plastico laminada de metal (tal como aluminio)).

Ademads de los componentes obligatorios, del agente modificador de tonicidad (v) y del antioxidante opcional (vi),
la composicién farmacéutica puede adicionalmente comprender un conservante (vii).

Un conservante puede ser incluido en la composicion para retardar el crecimiento microbiano y de ese modo permi-
tir el empaquetamiento de “uso multiple” de los polipéptidos FVIIL. Ejemplos de conservantes incluyen fenol, alcohol
bencilico, orto-cresol, meta-cresol, para-cresol, metil paraben, propil paraben, cloruro de benzalconio, y cloruro de
bencetonio. El conservante es normalmente incluido en una concentracién de 0,1-20 mg/ml dependiendo del margen
de pH y del tipo de conservante.

Aln mas, la composicién también puede incluir uno o més agentes capaces de inhibir la desamidacién y la isome-
rizacion.

En una forma de realizacion, la composicién farmacéutica acuosa liquida comprende:
0,1-15 mg/ml de un polipéptido factor VII (i);

un agente amortiguador (ii) adecuado para mantener el pH en el rango de aproximadamente 4.0 a aproxi-
madamente 9.0;

un agente que contiene cobre (iii) en una concentracién de al menos 5 uM;

un tensioactivo no iénico (iv); y

un agente modificador de tonicidad (v) en una concentracién de al menos 5 mM.
En otra forma de realizacion, la composicion farmacéutica acuosa liquida comprende:

0,1-15 mg/ml de un polipéptido factor VII (i);

un agente amortiguador (ii) adecuado para mantener el pH en el rango de aproximadamente 4.0 a aproxi-
madamente 9.0;

un agente que contiene manganeso (iii) en una concentracién de al menos 100 uM;
un tensioactivo no iénico (iv); y
al menos un agente modificador de tonicidad (v) en una concentracion de al menos 5 mM.

Como se utiliza en este caso, de valores de pH especificados como “aproximadamente” se entiende que son + 0.1,
p- €j. aproximadamente un pH 8.0 incluye un pH 8.0 + 0.1.
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Son ambos porcentajes (peso/peso) cuando se hace referencia a sélidos disueltos en una solucién y liquidos mez-
clados en soluciones. Por ejemplo, para Tween, es el peso del 100% masa/peso de la solucién.

Las composiciones segin la presente invencion son ttiles como composiciones de polipéptidos factor VII estables
y preferiblemente listas para su uso. Ademas, se cree que los principios, las pautas y las formas de realizacion espe-
cificas dados aqui son igualmente aplicables para el almacenamiento a granel de los polipéptidos factor VII, mutatis
mutandis. Las composiciones son tipicamente estables durante al menos seis meses, y preferiblemente hasta 36 me-
ses; al almacenarse a temperaturas que varian entre 2°C y 8°C. Las composiciones son quimicamente y/o fisicamente
estables, en particular quimicamente estables, al almacenarse durante al menos 6 meses a entre 2°C y 8°C.

El término “estable” pretende significar que (i) después del almacenamiento durante 6 meses a entre 2°C y 8°C
la composicién retiene al menos un 50% de su actividad bioldgica inicial, p. €j., siendo medida mediante un ensayo
de coagulacion de una tnica fase esencialmente como se describe en el Ensayo 4 de la presente especificacion; o (ii)
después del almacenamiento durante 6 meses a entre 2°C y 8°C el aumento en el contenido de productos de degradacién
de cadena pesada estd en mds del 40% (p/p) del contenido inicial del polipéptido factor VII.

El término “contenido inicial” se refiere a la cantidad de polipéptidos factor VII afiadidos a una composicién
después de la preparacion de la composicion.

En varias formas de realizacién, la composicion estable retiene al menos 70%, tal como al menos 80%, o al menos
85%, o al menos 90%, o al menos 95%, de su actividad bioldgica inicial después del almacenamiento durante 6 meses
ade2a8°C.

En varias formas de realizacion el aumento en el contenido de productos de degradacién de cadena pesada en
composiciones estables no es mds de aproximadamente el 30% (p/p), no mas de aproximadamente el 25% (p/p), no
mds de aproximadamente el 20% (p/p), no mds de aproximadamente el 15% (p/p), no mas de aproximadamente el
10% (p/p), no mas de aproximadamente el 5% (p/p), o no mas de aproximadamente el 3% (p/p) del contenido inicial
del polipéptido factor VIIL.

Con el propésito de determinar el contenido de los productos de degradacién de cadena pesada, un HPLC en fase
inversa fue ejecutado en una columna especial de silice butilo de 4,5x250 mM con un tamafio de particula de 5 uM y
un tamaiio de poro de 300A. Temperatura de la columna: 70°C. Amortiguador A: 0,1% v/v de 4cido trifluoracético.
Amortiguador B: 0,09% v/v de 4cido trifluoracético, 80% v/v de acetonitrilo. La columna fue eluida con un gradiente
lineal de X a (X+13)% de B en 30 minutos. X fue ajustado de modo que FVIIa eluye con un tiempo de retencion de
aproximadamente 26 minutos. Velocidad de flujo: 1,0 ml/min. Deteccién: 214 nm. Carga: 25 ug de FVIIa.

El término “estabilidad fisica” de polipéptidos factor VII se refiere a la formacién de agregados insolubles y/o
solubles en forma de formas diméricas, oligoméricas y poliméricas de polipéptidos factor VII asi como cualquier de-
formacion estructural y desnaturalizacion de la molécula. La composicién fisicamente estable engloba composiciones
que permanecen visualmente claro. La estabilidad fisica de las composiciones es frecuentemente evaluada mediante
inspeccion visual y turbidez después del almacenamiento de la composicion a temperaturas diferentes durante diferen-
tes periodos de tiempo. La inspeccién visual de las composiciones se realiza bajo una luz bien enfocada con un fondo
oscuro. Una composicion es clasificada como fisicamente inestable, cuando muestra una turbidez visual.

El término “quimicamente estable” pretende englobar una composicion que retenga al menos un 50% de su activi-
dad bioldgica inicial después del almacenamiento durante 6 meses a entre 2 y 8°C, p. €j., siendo medida por un ensayo
de coagulacién de una tnica fase esencialmente como se describe en el Ensayo 4 de la presente especificacion.

El término “estabilidad quimica” pretende referirse a la formacion de cualquier cambio quimico en los polipéptidos
factor VII después del almacenamiento en una solucion en condiciones aceleradas. Son ejemplos la hidrdlisis, la desa-
midacién y la oxidacién asi como la degradacion enzimatica que resulta en la formacién de fragmentos de polipéptidos
factor VII. En particular, los aminoacidos que contienen azufre son propensos a la oxidacién con la formacién de los
sulféxidos correspondientes.

En otro aspecto, la invencién también proporciona un método para preparar una composicién farmacéutica acuosa
liquida de un polipéptido factor VII, que comprende la fase suministrar el polipéptido factor VII (i) en una solucién
que comprende un agente amortiguador (ii) adecuado para mantener el pH en el rango de aproximadamente 4.0 a
aproximadamente 9.0; al menos un agente que contiene metal (iii), donde dicho metal es seleccionado del grupo que
consiste en cromo, manganeso, hierro, cobalto, niquel, y cobre del estado oxidante +II; y un tensioactivo no iénico
av).

Meétodos de uso
Como sera entendido, las composiciones farmacéuticas acuosas liquidas definidas aqui pueden ser usadas en el
campo de la medicina. Asi, la presente invencién en particular proporciona las composiciones farmacéuticas acuosas

liquidas definidas aqui para su uso como medicamento, mas particularmente para su uso como medicamento para
tratar un sindrome sensible al factor VII.
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Consecuentemente, la presente invencion también proporciona el uso de la composicién farmacéutica acuosa li-
quida tal como se define aqui para la preparacién de un medicamento para tratar un sindrome sensible al factor VII,
asi como un método para tratar un sindrome sensible al factor VII, comprendiendo el método la administracién a un
sujeto necesitado del mismo de una cantidad eficaz de la composicion farmacéutica acuosa liquida tal como se define
aqui.

Las preparaciones de la presente invencion pueden ser usadas para tratar cualquier sindrome sensible al factor VII,
tal como, p. €j., un trastorno de sangrado, incluyendo los provocados por deficiencias del factor de coagulacién (p. €j.,
p. €j. hemofilia A, hemofilia B, deficiencia del factor de coagulacién XI, deficiencia del factor de coagulaciéon VII);
por la trombocitopenia o la enfermedad de von Willebrand, o por inhibidores del factor de coagulacién, y la hemorra-
gia intra cerebral, o el desangramiento por cualquier causa. Las preparaciones también pueden ser administradas a
pacientes en sujetos a cirugia u otros traumatismos o a pacientes que reciben una terapia anticoagulante.

El término “cantidad eficaz” es la dosis efectiva que debe ser determinada por un profesional calificado que pueda
valorar dosificaciones para conseguir la respuesta deseada. Factores de la dosis a considerar incluirdn la potencia,
la biodisponibilidad, los perfiles farmacocinéticos/farmacodindmicos deseados, la condicién del tratamiento, factores
relacionados con el paciente (p. €j. peso, salud, edad, etc.), la presencia de medicaciones coadministradas (p. €j.,
anticoagulantes), el tiempo de la administracién, u otros factores conocidos para un médico profesional.

El término “tratamiento” es definido como la gestién y el cuidado hacia un sujeto, p. ej. un mamifero, en parti-
cular un humano, con motivo de combatir la enfermedad, la condicién, o el trastorno e incluye la administracion de
un polipéptido factor VII para prevenir la aparicién de los sintomas o las complicaciones, o aliviar los sintomas o las
complicaciones, o eliminar la enfermedad, la condicidn, o el trastorno. Composiciones farmacéuticas segtin la presente
invencién que contienen un polipéptido factor VII pueden ser administradas parenteralmente a sujetos necesitados de
tal tratamiento. La administracién parenteral puede ser realizada por la inyeccién subcutdnea, intramuscular o intra-
venosa mediante una jeringa, opcionalmente una jeringa tipo pluma. Alternativamente, la administracion parenteral
puede ser realizada mediante una bomba de infusién.

En formas de realizacién importantes, la composicion farmacéutica es adaptada a la inyeccién subcutdnea, intra-
muscular o intravenosa segin métodos conocidos en la técnica.

La concentracién posiblemente alta de sales en las composiciones farmacéuticas definidas aqui puede ser desventa-
josa para ciertos grupos de pacientes. En consecuencia la presente invencién también proporciona un método anterior
al uso para la reduccién de la concentracion de sal en una composicién farmacéutica acuosa liquida, donde dicho mé-
todo comprende la fase de poner en contacto la composicién farmacéutica acuosa liquida definida aqui con un material
de intercambio de iones, un material adecuado para la desalacién, y/o la fase de dilucién de la composicion.

La concentracion posiblemente alta de iones de metal en las composiciones farmacéuticas definidas aqui puede ser
desventajosa para ciertos grupos de pacientes. En consecuencia la presente invencién también proporciona un método
anterior al uso para la reduccién de la concentracién de iones de metal en una composicién farmacéutica acuosa
liquida, donde dicho método comprende la fase de poner en contacto la composicién farmacéutica acuosa liquida
definida aqui con un material de intercambio de cation.

Un ejemplo de un material de intercambio de catién es Chelex-100 (Fluka-Riedel/Sigma-Aldrich). El material de
intercambio de catién, p. ej. Chelex-100, es preferiblemente contenido en un contenedor estéril, p. €j. en un cartucho
de vidrio o de plastico.

Esta previsto que la composicién farmacéutica acuosa liquida se ponga en contacto con el material de intercambio
de catidn, p. €j. pasando a través de un cartucho que contiene el material de intercambio de catién, inmediatamente
antes del uso. En una forma de realizacidn particular, estd previsto que el cartucho sea una parte integral de un conjunto
de jeringuilla.

Experimentos
Meétodos generales

Ensayos adecuados para determinar la actividad biologica de polipéptidos factor VII

Polipéptidos factor VII ttiles conforme a la presente invencién pueden ser seleccionados por ensayos adecuados
que pueden ser realizados como pruebas in vitro preliminares simples. Asi, la presente especificacién expone una
prueba simple (titulada “Ensayo de Hidr6lisis In Vitro™) para la actividad de polipéptidos factor VII.

Ensayo de Hidrdlisis In Vitro (Ensayo 1)

Los polipéptidos nativos (de tipo salvaje) factor VIIa y factor VII (ambos referidos de aqui en adelante como ““fac-
tor VIIa”) pueden ser evaluados para actividades especificas. También pueden ser evaluados en paralelo para comparar
directamente sus actividades especificas. El ensayo es realizado en una placa de microtitulaciéon (MaxiSorp, Nunc, Di-

namarca). El sustrato cromogénico D-Ile-Pro-Arg-p-nitroanilida (S-2288, Chromogenix, Suecia), en su concentracién
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final 1 mM, se afiade al factor VIla (concentracién final 100 nm) en 50 de mM HEPES, a pH 7.4, conteniendo 0,1 m de
NaCl, 5 mM de CaCl, y 1 mg/ml de albtimina de suero bovino. La absorbencia a 405 nm se mide continuamente en un
lector de placas SpectraMax™ 340 (Molecular Devices, EEUU). La absorbencia desarrollada durante una incubacién
de 20 minutos, después de la sustraccion de la absorbencia en una caja blanca que sin contenido de enzimas, se usa
para calcular la proporcion entre las actividades del polipéptido factor VII y del factor VIla de tipo salvaje:

Proporcién = (A405 nm de polipéptido factor VII)/(A405 nm de factor VIla de tipo salvaje).

Basado en ésto, pueden ser identificados polipéptidos factor VII con una actividad inferior a, comparable a, o
superior al factor VIla nativo, tales como, por ejemplo, polipéptidos factor VII donde la proporcién entre la actividad
del polipéptido factor VII y la actividad del factor VII nativo (FVII de tipo salvaje) es de aproximadamente 1,0 en
comparacioén con el 1,0 de arriba.

La actividad de los polipéptidos factor VII también puede ser medida usando un sustrato fisiolégico tal como
factor X (“Ensayo de Proteolisis In Vitro”), adecuadamente en una concentraciéon de 100-1000 nm, donde el factor Xa
generado es medido después de la adicion de un sustrato cromogénico adecuado (por ejemplo S-2765). Ademads, el
ensayo de la actividad puede ser ejecutado a temperatura fisioldgica.

Ensayo de Proteolisis In Vitro (Ensayo 2)

El polipéptido factor VIla nativo (de tipo salvaje) y del factor VII (ambos de ahora en adelante referidos como
“factor VIIa”) son evaluados en paralelo para comparar directamente sus actividades especificas. El ensayo se realiza
en una placa de microtitulaciéon (MaxiSorp, Nunc, Dinamarca). El factor VIIa (10 nm) y el factor X (0.8 microM)
en 100 ul 50 mM de HEPES, a pH 7.4, conteniendo 0,1 m de NaCl, 5 mM de CaCl, y 1 mg/ml de albiimina de
suero bovino, son incubados durante 15 min. La divisién del factor X es detenida entonces por la adicién de 50
11 50 mM de HEPES, a pH 7.4, conteniendo 0,1 m de NaCl, 20 mM de EDTA y 1 mg/ml de albimina de suero
bovino. La cantidad de Factor Xa generada se mide por la adicién del sustrato cromogénico Z-D-Arg-Gly-Arg-p-
nitroanilida (S-2765, Chromogenix, Suecia), en una concentracién final de 0,5 mM. La absorbencia a 405 nm se mide
continuamente en un lector de placa SpectraMax™ 340 (Molecular Devices, EEUU). La absorbencia desarrollada
durante 10 minutos, después de la sustraccién de la absorbencia en una caja blanca sin contenido de FVIla, se usa
para calcular la proporcién entre las actividades proteoliticas del polipéptido factor VII y del factor VIla de tipo
salvaje:

Proporcién = (A405 nm de polipéptido factor VII)/(A405 nm de factor VIla de tipo salvaje).

En base a ésto, puede ser identificado un polipéptido factor VII con una actividad inferior a, comparable a, o
superior al factor VIIa nativo, tal como, por ejemplo, polipéptidos factor VII donde la proporcién entre la actividad
del polipéptido factor VII y la actividad del factor VII nativo (de tipo salvaje FVII) es de aproximadamente 1,0 en
comparacion con el 1.0 de arriba.

La capacidad de los polipéptidos factor VIla o del factor VII para generar trombina también puede ser medida en
un ensayo (Ensayo 3) comprendiendo todos los factores de coagulacién pertinentes e inhibidores en concentraciones
fisiologicas (menos el factor VIII al imitar las condiciones de la hemofilia A) y plaquetas activadas (como esté descrito
en la p. 543 de Monroe et al. (1997) Brit. J. Haematol. 99, 542-547).

La actividad bioldégica de los polipéptidos factor VII también puede ser medida usando un ensayo de coagulacién
de una tnica fase (Ensayo 4). Para este prop6sito, la muestra que debe evaluarse se diluye en 50 mM del amortiguador
de Pipes (a pH 7.5), 0,1% de BSA y 40 ul se incuba con 40 ul de plasma deficitario de factor VII y 80 ul de factor
tisular recombinante humano conteniendo 10 mM de Ca** y fosfolipidos sintéticos. Los tiempos de coagulacién son
medidos y comparados con una curva estandar usando un estandar de referencia en un ensayo paralelo.

Preparacion y purificacion de polipéptidos factor VII

El factor VIIa humano purificado adecuado para su uso en la presente invencién estd hecho preferiblemente por la
tecnologia recombinante de ADN, p. ej. como se ha descrito por Hagen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EEUU 83: 2412-
2416, 1986, o como estd descrito en la patente europea n°. 0 200 421 (ZymoGenetics, Inc:).

El factor VII también puede ser producido por los métodos descritos por Broze y Majerus, J. Biol. Chem. 255 (4):
1242-1247, 1980 y Hedner y Kisiel, J. Clin. Invest. 71: 1836-1841, 1983. Estos métodos producen el factor VII sin
cantidades detectables de otros factores de coagulacidn sanguinea. Una preparacion del factor VII atin mds purificada
puede ser obtenida mediante la inclusién de una filtracién en gel adicional como fase de purificacién final. El factor
VII es convertido entonces en el factor VIla activado por medios conocidos, p. €j. por diferentes proteinas plasmadticas,
tal como el factor XIla, IXa o Xa. Alternativamente, como se ha descrito por Bjoern et al. (Research Disclosure,
269 septiembre de 1986, pags. 564-565), el factor VII puede ser activado pasdndolo a través de una columna de
cromatografia de intercambio de iones, tal como Mono Q® (Pharmacia fine Chemicals) o uno semejante, o por la
autoactivacion en solucion.

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2335994 T3

Pueden ser producidos polipéptidos relacionados con el factor VII por la modificacién del factor VII de tipo salvaje
o por la tecnologia recombinante. Pueden ser producidos polipéptidos relacionados con el Factor VII con una secuencia
de aminodcidos alterada al compararlos con el factor VII de tipo salvaje modificando la secuencia de 4cidos nucléicos
que codifica el factor VII de tipo salvaje bien alterando los codones de aminoécido o bien retirando algunos de los
codones de aminodcido en el 4cido nucleico que codifica el factor natural VII por medios conocidos, p. €j. por una
mutagénesis dirigida.

Les parecerd a los expertos en la técnica que las sustituciones pueden ser hechas fuera de las regiones criticas a la
funcion de la molécula del factor VIIa y ademads resultar en un polipéptido activo. Pueden ser identificados residuos
de aminodcidos esenciales para la actividad del polipéptido factor VII, y en consecuencia preferiblemente no sujetos
a sustitucion, segin los procedimientos conocidos en la técnica, tales como la mutagénesis dirigida o la mutagénesis
mediante alanina (véase, p. ej., Cunningham and Wells, 1989, Science 244: 1081-1085). En la tltima técnica, son
introducidas mutaciones en cada residuo cargado positivamente en la molécula, y las moléculas mutantes resultantes
son evaluadas por la actividad coagulante, respectivamente de reticulacion para identificar los residuos de aminodcidos
que son criticos para la actividad de la molécula. Los sitios de interaccion de enzimas del sustrato también pueden ser
determinados por el andlisis de la estructura tridimensional como se ha determinado por tales técnicas como el anélisis
de resonancia magnética nuclear, la cristalografia o el etiquetado de fotoafinidad (véase, p. €j., de Vos et al., 1992,
Science 255: 306-312; Smith et al., 1992, Journal of Molecular Biology 224: 899-904; Wlodaver et al., 1992, FEBS
Letters 309: 59-64).

La introduccién de una mutacion en la secuencia de dcidos nucléicos para intercambiar un nucleétido por otro
nucledtido puede ser realizada por mutagénesis dirigida usando cualquiera de los métodos conocidos en la técnica.
Es particularmente 1til el procedimiento que utiliza un vector de ADN de doble cadena superenrollado con un in-
serto de interés y dos cebadores sintéticos que contienen la mutacion deseada. Los cebadores oligonucledtidos, cada
uno complementario a los hilos opuestos del vector, se extienden durante una variacién ciclica de la temperatura
mediante la polimerasa de ADN Pfu. Durante la incorporacién de los cebadores, es generado un pldsmido mutado
conteniendo cortes en bisel. Tras la variacion ciclica de la temperatura, el producto se trata con Dpnl que es espe-
cifico para el ADN metilado y hemimetilado para digerir el molde del ADN parental y para seleccionar el ADN
sintetizado que contiene la mutacién. También pueden ser usados otros procedimientos conocidos en la técnica para
crear, identificar y aislar las variantes, tales como, por ejemplo, la transposicién de genes o técnicas de exposicion en
fago.

La separacién de polipéptidos de su célula de origen puede ser conseguida por cualquier método conocido en la
técnica, incluyendo, sin limitacion, la extraccion del medio de cultivo celular que contiene el producto deseado de un
cultivo celular adherente; el centrifugado o la filtracidn para retirar células no adherentes; y similares.

Opcionalmente, los polipéptidos factor VII pueden purificarse mas. La purificacion puede ser conseguida usan-
do cualquier método conocido en la técnica, incluyendo, sin limitacién, la cromatografia de afinidad, tal como, p.
€j., en una columna de anticuerpos de anti-factor VII (véase, p. ej., Wakabayashi et al., J. Biol. Chem. 261:11097,
1986; y Thim et al., Biochem. 27:7785, 1988); la cromatografia de interaccién hidrofébica; la cromatografia de in-
tercambio de iones; la cromatografia por exclusién de tamafio; los procedimientos electroforéticos (p. €j., el isoe-
lectroenfoque preparatorio (IEF), la solubilidad diferencial (p. ej., precipitacién de sulfato aménico), o la extrac-
cién y similares. Véase, generalmente, Scopes, Protein Purification, Springer-Verlag, Nueva York, 1982; y Protein
Purification, J.C. Janson y Lars Ryden, editores, VCH Publishers, Nueva York, 1989. A continuacién de la pu-
rificacién, la preparacién contiene preferiblemente menos del 10% en peso, mds preferiblemente menos del 5%
y lo mds preferiblemente menos del 1%, de los polipéptidos que no sean factor VII derivados de la célula hués-
ped.

Los polipéptidos factor VII pueden ser activados por la divisidn proteolitica, usando proteasas de factor XIla u otras
teniendo una especificidad de tipo tripsina, tales como, p. €j., el factor IXa, la kalikreina, el factor Xa, y la trombina.
Véase, p. ¢j., Osterud et al., Biochem. 11: 2853 (1972); Thomas, Patente U.S.n°. 4,456,591; y Hedner et al., J. Clin.
Invest. 71:1836 (1983). Alternativamente, los polipéptidos factor VII pueden ser activados pasdndolos a través de una
columna de cromatografia de intercambio de iones, tal como Mono Q® (Pharmacia) o similares, o por autoactivacién
en solucioén. El polipéptido del factor VII activado resultante puede ser entonces formulado y administrado como se
describe en la aplicacion presente.

Los ejemplos siguientes ilustran la practica de la invencidn.

Ejemplos de funcionamiento
Ejemplo 1

El efecto de la adicion de agentes que contienen cobre y manganeso en soluciones de rFVIla acuosas en la degra-
dacién de cadena pesada (division autocatalitica).
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Para indagar el efecto de los iones de metal en el rFVIIa, se sigui6 el procedimiento siguiente:

el rFVIIa fue transferido a las soluciones siguientes por la desalacién en una columna PD-10 (Amersham Bios-
ciences):

rFVIla 1.0 mg/ml

Cloruro de sodio 2.92 mg/ml (50 mM)
Cloruro de calcio 2 H,O 1.47 mg/ml (10 mM)
PIPES 15.12 mg/ml (50 mM)
1 M de NaOH afiadido a pH 6.5.

Fueron preparadas dos soluciones de agentes conteniendo metal:
Cloruro de cobre(Il), 2 H,O 10 mM
Cloruro de manganeso, 2 H,0 2 M.
Los agentes conteniendo cobre y manganeso, respectivamente, fueron afiadidos a la solucién desalada de rFVIla
para alcanzar las concentraciones perfiladas en la Tabla 1. El pH fue ajustado a 6.5. Las formulaciones fueron almace-

nadas a una temperatura de 5°C y los andlisis fueron realizados en los tiempos indicados en la Tabla 1.

TABLA 1

El contenido de productos de degradacion de cadena pesada (%) en formulaciones de rFVila
que contienen Cu(Il) o Mn(II)

Almacenamiento a 5°C
T=0 T= _mes | T=1mes |T=2meses|T =3 meses
Referencia® 10.2 n.a. 17.0 23.8 30.4
[Cu(il] =20 uM [11.6 14.6 15.7 222 n.a.
[Cu(l)]=80uM [11.5 12.7 13.3 16.9 18.1
[Mn(Il)]=2mM [|11.6 13.4 14.2 18.7 21.2
[Mn(ll)] =10 mM [11.5 12.9 13.6 17.4 19.8

* La referencia contuvo 1,0 mg/ml de rFVlila, 10 mM de histidina, 10 mM de
acetato de sodio, 10 mM de glicil-glicina, 50 mM de cloruro de sodio, 10 mM de;

cloruro de calcio, a pH 6.5.

Como se puede ver en la Tabla 1, el aumento en el contenido de productos de degradacién de cadena pesada en
la formulacién de referencia dio un total del 20,2%-puntos, mientras que el aumento en el contenido de productos
de degradacién de cadena pesada en las composiciones ilustrativas ha sido del 6,6%-puntos ([Cu(Il)] = 80 uM) y del
8,3%-puntos ([Mn(I)] = 10 mM), respectivamente.

El contenido de productos de degradacion de cadena pesada se determina por RP-HPLC como se describe a conti-
nuacion:

El HPLC en fase inversa fue ejecutado en una columna especial de silice butilo de 4.5x250 mM con un tamafio
de particula de 5 uM y un tamafio de poro 300A. Temperatura de columna: 70°C. Amortiguador A: 0,1% v/v de
4cido trifluoracético. Amortiguador B: 0,09% v/v de 4cido trifluoracético, 80% v/v de acetonitrilo. La columna
fue eluida con un gradiente lineal de X a un (X+13)% de B en 30 minutos. X fue ajustado de modo que FVIla
eluye con un tiempo de retencion de aproximadamente 26 minutos. Velocidad de flujo: 1,0 ml/min. Deteccidn:
214 nm. Carga: 25 ug de FVIla.
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Ejemplo 2
La adicion de agentes que contienen cobre y manganeso y para soluciones de rFVIla acuosas a una fuerza ionica alta

Para indagar el efecto de los iones de metal y de la fuerza i6nica alta en la estabilidad de rFVIla, puede seguirse el
procedimiento siguiente:

El rFVIIa se transfiere a las soluciones siguientes por la desalacién en una columna PD-10 (Amersham Bioscien-
ces):

Cloruro de sodio 2.92 mg/ml (50 mM)
Cloruro de calcio 2 H,O 29.4 mg/ml (200 mM)
PIPES 15.12 mg/ml (50 mM)
Poloxdmero 188 1.0 mg/ml
Metionina 0.5 mg/ml
1 M NaOH/1 M HCI afiadido a pH 6.5

y/o
Cloruro de sodio 29.2 mg/ml (500 mM)
Cloruro de calcio 2 H,O 1.47 mg/ml (10 mM)
PIPES 15.12 mg/ml (50 mM)
Poloxdmero 188 1.0 mg/ml
Metionina 0.5 mg/ml
1 M NaOH/1 M HCI afiadido a pH 6.5

En ambas soluciones la concentracién de factor VIla (rFVIIa) es de 1,0 mg/ml.
Son preparadas dos soluciones de agentes que contienen metal:

Cloruro de cobre(Il), 2H,O 10 mM

Cloruro de manganeso, 2 H,O 2M

Los agentes que contienen cobre y manganeso, respectivamente, se agregan a la solucién desalada de rFVIla para
alcanzar las concentraciones perfiladas en el Ejemplo 1. El pH se ajusta a 6.5. Las formulaciones son introducidas en
un frasco y selladas, opcionalmente bajo un gas inerte. Ademads, el frasco puede ser colocado en una bolsa hermética
para prevenir que entre aire atmosférico en el contenedor. Los frascos se almacenan a una temperatura de 5°C y los
analisis son realizados segtin se describe y en los tiempos indicados en el Ejemplo 1.

Se verd que la adicién de metal (cobre o manganeso) reduce la formacién de productos de degradacién de cadena
pesada. Combinando metal (cobre o manganeso) con fuerza idnica alta se obtendrd el minimo aumento.

Ejemplo 3
La adicién de agentes conteniendo cobre a soluciones acuosas de rFVIIa con una fuerza iénica alta.

Para indagar el posible efecto sinergistico de iones de metal y de fuerza idnica alta en la estabilidad de rFVIIa, se
sigui6 el procedimiento siguiente:

El rFVIla fue transferido a diferentes soluciones (formulaciones) segun estd catalogado en la Tabla 1 de abajo en
un proceso de dos fases:

Primero, el rFVIla fue transferido a las diferentes soluciones sin cobre afiadido por la desalacién en una columna
PD-10 (Amersham Biosciences). Después, el contenido de cobre se obtuvo en las soluciones 2 y 4 afiadiendo una
solucién de 10 mM de cloruro de cobre (II), 2H,O hasta que la concentracion declarada fue alcanzada.
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Después de que la solucién de cobre hubiera sido afiadida, el pH fue ajustado a 6.5 y las formulaciones fueron
depositadas en cartuchos.

Los cartuchos fueron almacenados a una temperatura de 5°C y los andlisis fueron realizados después de 0, 0,5, 1,
2,y 3 meses segun estd indicado en la Tabla 2.

TABLA 1
Formulaciones

Formulaciones 1 2 3 4
rkFVila 1,0 mg/ml | 1,0 mg/ml | 1,0 mg/ml | 1,0 mg/mi
CaCl2, 2H20 10mM 10mM 200mM 200mM
PIPES-di-Na 50 mM 50 mM 50 mM 50 mM
Cu(ll) - 80uM - 80uM
pH 6.50 6.50 6.50 6.50

TABLA 2

Degradacion de cadena pesada (%)

Formulacién

Tiempo de almacenamiento (meses)
0 1 2 3

16.0 | 179 | 202 23.6 26.2

15.0 | 16.4 17.5 19.0 20.3

16.2 | 17.2 18.6 20.7 221

H W N -

15.8 | 16.0 16.4 17.0 17.2

Se puede ver a partir de la Tabla 2 que la adicién de cobre reduce la formacién de productos de degradacién de
cadena pesada. Combinando cobre con fuerza iénica alta en la formulacion 4 es obtenido el minimo aumento.

Ejemplo 4

Esta prevista la formulacién de las siguientes composiciones farmacéuticas acuosas liquidas:

A)

rhFVIla

PIPES

Cloruro de cobre(II)
Poloxamero 188
Cloruro de sodio
Cloruro de calcio 2 H,O
Metionina

1 M de NaOH/1 M de HCI

1 mg/ml (aprox. 50,000 IU/ml)
15.12 mg/ml (50 mM)

80 uM

1.0 mg/ml

2.92 mg/ml (50 mM)

1.47 mg/ml (10 mM)

0.5 mg/ml

afiadido a pH 6.5
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B)
rh FVIla 1 mg/ml (aprox. 50,000 IU/ml)
PIPES 15.12 mg/ml (50 mM)
Cloruro de manganeso(II) 10 mM
Poloxdmero 188 1.0 mg/ml
Cloruro de sodio 2.92 mg/ml (50 mM)
Cloruro de calcio 2 H,O 1.47 mg/ml (10 mM)
Metionina 0.5 mg/ml
1 M NaOH/1 M HCI afiadido a pH 6.5
®)
rhFVIla 1 mg/ml (aprox. 50,000 TU/ml)
PIPES 15.12 mg/ml (50 mM)
Cloruro de cobre(II) 80 uM
Poloxdmero 188 1.0 mg/ml
Cloruro de sodio 2.92 mg/ml (50 mM)
Cloruro de calcio 2 H,O 1.47 mg/ml (10 mM)
1 M de NaOH/1 M de HCI afiadido a pH 6.5
D)
rhFVIla 1 mg/ml (aprox. 50,000 IU/ml)
PIPES 15.12 mg/ml (50 mM)
Cloruro de manganeso(II) 10 mM
Poloxamero 188 1.0 mg/ml
Cloruro de sodio 2.92 mg/ml (50 mM)

Cloruro de calcio 2 H,O

1 M de NaOH/1 M de HCI

1.47 mg/ml (10 mM)

afiadido a pH 6.5.

Composiciones farmacéuticas A-D pueden posteriormente ser transferidas a frascos o cartuchos estériles, opcio-
nalmente enjuagadas con nitrégeno o argén.

Opcionalmente también pueden ser embaladas en bolsas pldsticas herméticas laminadas de aluminio.

Ejemplo 5

La adicién de agentes que contienen cobre a soluciones acuosas rFVIIa con una fuerza iénica alta.
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Para indagar el posible efecto sinergistico de iones de metal y de la fuerza i6nica alta en la estabilidad de rFVIla,
se sigui6 el procedimiento siguiente:

El rFVIIa fue transferido a diferentes soluciones (formulaciones) como se ha catalogado en la tabla 1 de abajo en
un proceso de dos fases:

Primero, el rFVIla fue transferido en las diferentes soluciones sin cobre afiadido por la desalacién en una columna
PD-10 (Amersham Biosciences). Después, el contenido de cobre se obtuvo en las soluciones 2 y 4 afiadiendo una
solucién de 10 mM de cloruro de cobre (II), 2H,O hasta que la concentracion declarada fue alcanzada.

Después de que la solucién de cobre hubiera sido afiadida, el pH fue ajustado a 6.5 y las formulaciones fueron
depositadas en cartuchos. Los cartuchos fueron almacenados a una temperatura de 5°C y los anélisis fueron realizados
después de 0, 0,5, 1, 2, y 3 meses como se ha indicado en la tabla 2.

TABLA 1
Formulaciones
Formulaciones |1 3 4
rFVila 1,0 mg/ml 1,0 mg/ml |1,0 mg/ml {1,0 mg/ml
CaCl2, 2H20 [10mM 10mM 200mM 200mM
NaCl 0 mM 0 mM 500 mM  [500 mM
PIPES-di-Na |50 mM 50 mM 50 mM 50 mM
Cu(ll) - 80uM - 80uM
pH 6.50 6.50 6.50 6.50
TABLA 2
Degradacion de cadena pesada (%)
Formulacién [Tiempo de almacenamiento (meses)
0 B 1 3 Aumento total
1 116 (156 [19.0 41 27.8 16.2
2 115 |13.4 |16.1 [18.3 [20.0 8.5
3 122 [13.2 |156.3 [16.7 [18.9 6.7
4 12.0 (125 [13.4 (140 [15.3 3.3

Se puede ver a partir de la tabla 2 que la adicién de cobre a una solucién con una fuerza iénica alta da el minimo
aumento en la formacion de productos de degradacion de cadena pesada.

Ejemplo 6

La adicién de agentes conteniendo cobre a soluciones acuosas de rFVIIa con una fuerza idnica alta.
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Para indagar el posible efecto sinergistico de iones de metal y de la fuerza idnica alta en la estabilidad de rFVIla,
se sigui6 el procedimiento siguiente:

El rFVIla fue transferido a diferentes soluciones(formulaciones) como catalogado en la tabla 1 abajo en un proceso
de dos fases:

Primero, el rFVIIa fue transferido a las diferentes soluciones sin cobre afiadido por la desalacién en una columna
PD-10 (Amersham Biosciences). Después, el contenido de cobre se obtuvo en las soluciones 2 y 4 afiadiendo una
solucién de 10 mM de cloruro de cobre (II), 2H,O hasta que la concentracion declarada fue alcanzada.

Después de que la solucién de cobre hubiera sido afiadida, el pH fue ajustado a 6.5 y las formulaciones fueron
depositadas en cartuchos. Los cartuchos fueron almacenados a una temperatura de 5°C y los anélisis fueron realizados
después de 0, 3, 7, y 8 meses como se ha indicado en la tabla 2.

TABLA 1

Formulaciones
Formulaciones |1 2 3 4
rFVila 1,0 mg/ml 1,0 mg/ml 1,0 mg/ml [1,0 mg/ml
CaCl2, H20 10 mM 10 mM 10 mM 10 mM
NaCl 0 mM 0 mM 500mM  [500mM
PIPES-di-Na 50 mM 50 mM 50 mM 50 mM
Cu(ll) - 80 uM - 80uM
pH .50 .50 6.50 6.50

La actividad de la coagulacion fue evaluada en un ensayo de coagulacion de una etapa esencialmente como se
describe en el Ensayo 4 de la presente especificacion.

TABLA 2

Actividad de coagulacion (%)

Formulacién Tiempo de almacenamiento (meses)
0 3 7 8

1 100 87 68 68

2 100 91 78 78

3 100 91 82 83

4 100 92 89 92

Se puede ver a partir de la tabla 2 que la adicién de cobre a una solucién con una fuerza iénica alta da la formulacién
mads estable con respecto a la actividad de coagulacién.
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Ejemplo 7
La adicién de agentes que contienen cobalto y niquel a soluciones acuosas rFVIla.

Para indagar el efecto posible de estos iones de metal en la estabilidad de rFVIla, se siguié el procedimiento
siguiente:

El rFVIIa fue transferido a diferentes soluciones (formulaciones) como se ha catalogado en la tabla 1 de abajo en
un proceso de dos fases:

Primero, el rFVIla fue transferido a las diferentes soluciones sin Co(II) y Ni(Il) afiadidos por la desalacién en
una columna PD-10 (Amersham Biosciences). Después, el contenido de Co(II) se obtuvo en las soluciones 2 y 3
afiadiendo una solucién de 2M de Co(II) Cl, y el contenido de Ni(II) se obtuvo en las soluciones 4 y 5 afiadiendo
una solucién de 2M de Ni(II)Cl, hasta que la concentracién declarada fue alcanzada.

Después de que la solucién de Co(IT) y de Ni(Il) hubiera sido afiadida, el pH fue ajustado a 6.5 y las formulaciones
fueron depositadas en cartuchos. Los cartuchos fueron almacenados a una temperatura de 5°C y los andlisis fueron
realizados en los tiempos indicados en la tabla 2.

TABLA 1
Formulaciones

Formulaciones |1 referencia |2 3 4 5
rFVila 1,0 mg/ml 1,0 mg/mi 1,0 mg/mi|1,0 mg/mi (1,0 mg/mi
NaCl 50 mM 50mM [B0mM  50mM |50 mM
CaCl2,2H20 [10mM 10mM 10mM 10mM 10mM
PIPES 50 mM 50mM  50mM |50 mM |50 mM
Co(ll) - mM 4mM - -
Ni(ll) - - - 6 mM 12 mM
pH 6.50 6.50 6.50 6.50 6.50

TABLA 2

Degradacion de cadena pesada (%)

Formulacién ([Tiempo de almacenamiento (meses)
0 L 1 2 3 Aumento total
1.9 149 062 P26 [26.9 12.0
114 (124 (129 152 |16.6 5.2
16 122 (124 (138 150 3.4
116 (116 [11.6 (123 [127 1.1

1.5 [M11.5 1156 (19 (120 0.5

] B W] N =

Se puede ver a partir de la tabla 2 que la adicién de cobalto o niquel a una solucién da el minimo aumento en la
formacién de productos de degradacion de cadena pesada.
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Documentos citados en la descripcion
Esta lista de documentos citados por el solicitante ha sido recopilada exclusivamente para la informacion del
lector y no forma parte del documento de patente europea. La misma ha sido confeccionada con la mayor diligencia;

la OEP sin embargo no asume responsabilidad alguna por eventuales errores u omisiones.

Documentos de patente citados en la descripcion

- US 2004115590 A [0011] - WO 0158935 A [0044]

- WO 9422905 A [0012] - WO 0183725 A [0045]

- US 4784950 A [0039] - WO 0222776 A [0045]

- US 5997864 A [0041] - WO 02077218 A [0045]

- WO 9215686 A [0041] - WO 0327147 A [0045]

- US 5580560 A [0044] - WO 0337932 A [0045]

- DK 0200189 W [0044] - JP 2001061479 B [0045]

- WO 0238162 A [0044] [0045] - EP 0200421 A [0124]

- WO 9920767 A [0044] - US 4456591 A, Thomas [0131]

Bibliografia no relativa a patentes citada en la descripcion
- Manning et al. Pharmaceutical Research, 1989, vol. 6, 903-918 [0004]

- Cleland et al. The development of stable protein compositions: A closer look at protein aggregation, deamidation
and oxidation. Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems, 1993, vol. 10, no. 4. 307-377 [0008]

- Wang et al. Parenteral compositions of proteins and peptides: Stability and stabilizers Journal of Parenteral
Science and Technology, 1988, vol. 42, no. 2S. [0008]

- Basic Inorganic Chemistry John Wiley & Sons 1987. 53- [0024]

- Persson et al. J. Biol. Chem., 1997, vol. 272, 19919-19924 [0041]

- Persson FEBS Letts., 1997, vol. 413, 359-363 [0041]

- Lino et al. Arch. Biochem. Biophys., 1998, vol. 352, 182-192 [0044]

- Mollerup et al. Biotechnol. Bioeng., 1995, vol. 48, 501-505 [0044]

- Kornfelt et al. Arch. Biochem. Biophys., 1999, vol. 363, 43-54 [0044]

- Wildgoose et al. Biochem, 1990, vol. 29, 3413-3420 [0046]

- Solomon Journal of Chemical Education, 2001, vol. 78, no. 12. 1691-92 [0076]
- James Fritz George Schenk Quantitative Analytical Chemistry, 1979, [0076]
- Monroe et al. Brit. J. Haematol., 1997, vol. 99, 542-547 [0122]

- Hagen et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1986, vol. 83, 2412-2416 [0124]

- Broze Majerus J. Biol. Chem., 1980, vol. 255, no. 4. 1242-1247 [0125]

- Hedner Kisiel J. Clin. Invest., 1983, vol. 71, 1836-1841 [0125]

- Bjoern et al. Research Disclosure, 1986, vol. 269, 564-565 [0125]

- Cunningham Wells Science, 1989, vol. 244, 1081-1085 [0127]

- de Vos et al. Science, 1992, vol. 255, 306-312 [0127]

22



5

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2335994 T3

- Smith et al. Journal of Molecular Biology, 1992, vol. 224, 899-904 [0127]
- Wlodaver et al. FEBS Letters, 1992, vol. 309, 59-64 [0127]

- Wakabayashi et al. J. Biol. Chem., 1986, vol. 261, 11097- [0130]

- Thim et al. Biochem., 1988, vol. 27, 7785- [0130]

- Scopes Protein Purification Springer-Verlag 1982. [0130]

- Protein Purification VCH Publishers 1989. [0130]

- Osterud et al. Biochem., 1972, vol. 11, 2853- [0131]

- Hedner et al. J. Clin. Invest., 1983, vol. 71, 1836- [0131]

23



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2335994 T3

REIVINDICACIONES
1. Una composicién farmacéutica acuosa liquida comprendiendo
un polipéptido factor VII (i);
un agente amortiguador (ii) adecuado para mantener el pH en el rango de 4.0 a 9.0;

al menos un agente conteniendo metal (iii), donde dicho metal es seleccionado a partir del grupo consistente en
cromo, manganeso, hierro, cobalto, niquel, y cobre del estado oxidante +II; y

un tensioactivo no iénico (iv).

2. La composicién segin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el agente conteniendo metal (iii) es
al menos uno seleccionado a partir del grupo consistente en cloruro de cromo(Il), cloruro de manganeso(II), cloruro
de hierro(Il), cloruro de cobalto(II) cloruro de niquel(II), y cloruro de cobre(II).

3. La composicién segiin cualquiera de las reivindicaciones 1-2, donde el metal del agente conteniendo metal (iii)
es seleccionado a partir del grupo consistente en cobre y manganeso.

4. La composicién segun la reivindicacién 3, donde el agente conteniendo metal (iii) es seleccionado a partir del
grupo consistente en cloruro de cobre(Il) y cloruro de manganeso(II).

5. La composicién segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde la concentracién del agente conte-
niendo metal (iii) es de al menos 1 uM.

6. La composicién segilin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el metal del agente conteniendo
metal (iii) es cobre y la concentracién de dicho agente es de al menos 5 M.

7. La composicién segtn cualquiera de las reivindicaciones 1-5, donde el metal del agente conteniendo metal (iii)
es manganeso y la concentracion de dicho agente es de al menos 100 uM.

8. La composicién segiin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el polipéptido factor VII es el factor
VIIa humano.

9. La composicién segiin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el polipéptido factor VII es una
variante de secuencia del factor VIIL.

10. La composicion segtin la reivindicacién 9, donde la proporcion entre la actividad del polipéptido factor VII y
la actividad del factor VIIa humano nativo (FVIIa de tipo salvaje) es de al menos 1,25 al analizarse en el “Ensayo de
Proteolisis In Vitro” como se describe en este caso.

11. La composicion segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el polipéptido del factor VII estd
presente en una concentracién de 0,1-15 mg/ml.

12. La composicién segiin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, la cual tiene un pH en el rango de
aproximadamente 4.0 a aproximadamente 8.0.

13. La composicién segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el agente amortiguador (ii) com-
prende al menos un componente seleccionado a partir del grupo consistente en 4cidos y sales de MES, PIPES, ACES,
BES, TES, HEPES, TRIS, glicinamida, dcido fosférico, d4cido acético, acido lactico, y dcido succinico.

14. La composicién segun la reivindicacién 13, donde la concentracion del agente amortiguador (ii) es de 1-100
mM.

15. La composicion seguin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el tensioactivo no iénico (iv) es
al menos uno seleccionado a partir del grupo consistente en polisorbatos, poloxdmeros, éteres de alquilo de polioxie-
tileno, copolimeros de bloque de etileno/polipropileno, polietilenoglicol (PEG), estearatos de polioxietileno, y aceites
castdreos de polioxietileno.

16. La composicion segiin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, comprendiendo ademds un agente mo-
dificador de tonicidad (v).

17. La composicién segun la reivindicacién 16, donde el agente modificador de tonicidad (v) es al menos uno

seleccionado a partir del grupo consistente en sales neutrales, aminodcidos, péptidos de 2-5 residuos de aminodcidos,
monosacdridos, disacaridos, polisacaridos, y polialcoholes.
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18. La composicidn segun la reivindicacién 17, donde al menos un agente modificador de tonicidad (v) es una sal
neutral seleccionada del grupo que consiste en sales de sodio, sales de potasio, sales de calcio, y sales de magnesio.

19. La composicion segiin cualquiera de las reivindicaciones 17-18, donde el agente modificador de tonicidad (v)
es cloruro de sodio en combinacién con al menos uno seleccionado a partir del grupo consistente en cloruro de calcio,
acetato de calcio, cloruro de magnesio y acetato de magnesio.

20. La composicién segin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el agente modificador de tonicidad
(v) estd presente en una concentracion de al menos 1 mM.

21. La composicidn segtin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde al menos un agente modificador
de tonicidad (v) es un agente modificador de fuerza iénica (v/a).

22. La composicion segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes, la cual tiene una fuerza iénica de al
menos 50.

23. La composicién segin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, la cual tiene una osmolalidad de 300 +
50 miliosmol/kg.

24. La composicion segun cualquiera de las reivindicaciones precedentes comprendiendo ademds un antioxidante
(vi).

25. La composicion segun la reivindicacion 24, donde el antioxidante (vi) se selecciona a partir de L-metioni-
na, D-metionina, andlogos de metionina, péptidos conteniendo metionina, homélogos de metionina, dcido ascérbico,
cisteina, homocisteina, glutathiona, cistina, y cistationina.

26. La composicidn segtin cualquiera de las reivindicaciones 24-25, donde el antioxidante (vi) estd presente en una
concentracion de 0,1-5,0 mg/ml.

27. La composicion segtin cualquiera de las reivindicaciones precedentes comprendiendo ademds un conservante
(vii).

28. La composicién segin la reivindicacién 27, donde el conservante (vii) es seleccionado a partir del grupo
consistente en fenol, alcohol benzilico, orto-cresol, meta-cresol, para-cresol, metil paraben, propil paraben, cloruro de
benzalconio, y cloruro de benzaetonio.

29. La composicién farmacéutica acuosa liquida segtin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que com-
prende:

0,1-15 mg/ml de un polipéptido factor VII (i);

un agente amortiguador (II) adecuado para mantener el pH en el rango de aproximadamente 4.0 a aproxi-
madamente 9.0;

un agente conteniendo cobre (iii) en una concentracién de al menos 5 uM;
un tensioactivo no iénico (iv); y
un agente modificador de tonicidad (v) en una concentracion de al menos 5 mM.
30. La composicion farmacéutica acuosa liquida segin cualquiera de las reivindicaciones 1-29, que comprende:
0.1-15 mg/ml de un polipéptido factor VII (i);

un agente amortiguador (ii) adecuado para mantener el pH en el rango de aproximadamente 4.0 a aproxi-
madamente 9.0;

un agente conteniendo manganeso (iii) en una concentracién de al menos 100 uM;
un tensioactivo no iénico (iv); y
al menos un agente modificador de tonicidad (v) en una concentracién de al menos 5 mM.

31. La composicién segtin cualquiera de las reivindicaciones precedentes, la cual estd adaptada para la administra-
cién parenteral.

32. La composicion segtn la reivindicacion 31, la cual estd adaptada para la inyeccion subcutdnea, intramuscular
0 intravenosa.
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33. La composicién segin cualquiera de las reivindicaciones 1-32, comprendiendo ademds calcio (Ca**) y/o mag-
nesio (Mg?"), preferiblemente calcio, en una concentracién de al menos aproximadamente 2 mM.

34. Un método para preparar una composicién farmacéutica acuosa liquida de un polipéptido factor VII compren-
diendo la fase de suministro del polipéptido factor VII (i) en una solucién comprendiendo

un agente amortiguador (ii) adecuado para mantener el pH en el rango de 4.0 a 9.0;

al menos un agente conteniendo metal (iii), donde dicho metal es seleccionado a partir del grupo consistente en
cromo, manganeso, hierro, cobalto, niquel, y cobre del estado oxidante +II; y

un tensioactivo no iénico (iv).

35. Una composicién farmacéutica acuosa liquida tal como se define en cualquiera de las reivindicaciones 1-33
para su uso como medicamento.

36. El uso de una composicién farmacéutica acuosa liquida tal como se define en cualquiera de las reivindicaciones
1-33 para la preparacién de un medicamento para tratar un sindrome sensible al factor VII.

37. Un contenedor hermético conteniendo una composicién farmacéutica acuosa liquida tal como se define en
cualquiera de las reivindicaciones 1-33, y opcionalmente un gas inerte.

38. El contenedor segtn la reivindicacién 37, donde la composicién no comprende un conservante (vii).
39. Un método para reducir la concentracién idnica metdlica en una composicién farmacéutica acuosa liquida,

comprendiendo dicho método la fase de poner en contacto una composicion farmacéutica acuosa liquida segtn cual-
quiera de las reivindicaciones 1-33 con un material de intercambio de catién.
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