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(67) Resumo: DERIVADOS E ANALOGOS DE FIX
PROLONGADOS. A presente invencao refere-se a analogos de FIX
que tém um tempo de circulagdo aumentado na corrente sanguinea
antes da ativagdo em comparagdo com aquele de FIX nativo (e uma
semana depois da injegdo para um paciente retém pelo menos cerca
de 5% da atividade de FIX em comparagédo com o valor de pico de
atividade inicial alcangado depois da inje¢do). Os analogos de FIX
reivindicados compreendem um residuo de cisteina inserido que foi
ulteriormente modificado por conjugagdo com um grupo quimico que
aumenta o peso molecular do analogo de FIX.
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Relatério Descritivo da Patente de Invencgao para "DERIVADOS
E ANALOGOS DE FIX PROLONGADOS".

Campo da Invencao

A presente invencao refere-se a certos derivados e analogos de
FIX de coagulacdo de sangue com um tempo de circulagdo prolongado na
corrente sanguinea comparado com FIX nativo.

Fundamentos da Invencao

Fator IXa (FIXa) € uma protease de serina de tipo tripsina que
serve como um papel chave na hemostasia por geragao, como parte do
complexo de Xase, maior parte do fator Xa exigido para suportar formagao
de trombina adequada durante a coagulagao (reveista em (Hoffman e Mon-
roe, 11l 2001)). Deficiéncia congénita de atividade de fator IXa é a causa da
desordem de sangramento ligado a X hemofilia B que afeta cerca de
1:100.000 macos. Esses pacientes com hemofilia sao atualmente tratados
por terapia de substituicdo ou com FIX de coagulagdo derivado de plasma
ou de recombinante. No entanto, recomendacdes agora estao se movendo a
partir do tratamento conforme a necessidade tradicional em relagao a profi-
laxia. Terapia de profilaxia atual necessita multiplas administragdo dosada
por semana, mas para 6timos niveis e eficacia no plasma, inje¢des uma vez
diariamente seriam superiores. Devido as limitagbes praticas e econdémicas
associadas a administragdes diarias, isso nao é atualmente uma opgao para
os pacientes. Assim, hd uma necessidade clara de um produto de fator IX
recombinante de agao prolongada.

, A WO 2006005058 refere-se a conjugados de uma porgao de
fator IX e um ou mais polimeros soluveis em agua com um tamanho de 5-
150 kDa. WO 2006018204 refere-se a polipeptideos dependentes de vitami-
na K modificados compreendendo um peptideo de ativagao modificado. WO
2004101740 refere-se a uma proteina quimérica compreendendo pelo me-
nos um fator de coagulagéo e pelo menos uma por¢ao de uma regiao cons-
tante de imunoglobulina. WO 2005001025 refere-se a uma proteina hibrida
de monémero-dimero quimérica em que a dita proteina compreende uma
primeira cadeia polipeptideo compreendendo uma por¢cdo de uma regiao
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constante de imunoglobulina e uma molécula biologicamente ativa e uma
segunda cadeia polipeptideo compreendendo uma porcao de uma regiao
constante de imunoglobulina sem a molécula biologicamente ativa. US
2006040856 refere-se a conjugados entre fator IX e por¢gdes de PEG ligados
via um grupo de ligagdo de glicosila intacto interposto entre e covalentemen-
te ligado ao peptideo e o grupo de modificagao.

SE 9501285A revela um processo para a produgdo in vitro de
cerca de proteinas reticuladas por dissulfeto biologicamente ativo, dobradas
usando-se uma mistura de uma oxirredutase de dissulfeto de proteina (por
exemplo, isomerase de dissulfeto de proteina (PDI)), uma glutaredoxina e
um tampao de redox. A referéncia é focalizada em cisteinas envolvidas nas
ligagdes de dissulfeto intramoleculares.

WO 2006/134173 refere-se um método para derivatizagcéo e re-
dugdo seletiva de proteinas engenheiradas recombinantemente preparadas
compreendendo pelo menos uma cisteina ndo nativa incluindo polipeptideos
de fator IX.

E um objetivo da invengao prover derivados ou analogos de FiIX
modificados com um fempo de circulacdo prolongado na corrente sanguinea
em comparagdo com FIX nativo enquanto retendo atividade bioldgica sufici-
ente para suportar coagulagao de sangue.

Sumario da invencao

Em um aspecto a presente invengéo refere-se a um analogo de
FIX com uma semi-vida circulatorio prolongada, em que pelo menos um dos
residuos de amino naturais na posigao 44, 46, 47, 50, 53, 57, 66, 67, 68, 70,
72, 74, 80, 84, 87, 89, 90, 91, 94, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 108,
113, 116, 119, 120, 121, 123, 125, 129, 138, 140, 141, 142, 146-180, 185,
186, 188, 189, 201, 202, 203, 224, 225, 228, 239, 240, 241, 243, 247, 249,
252, 257, 260, 261, 262, 263, 265, 277, 280, 314, 316, 318, 321, 341, 372,
374, 391, 392, 406, 410, 413 ou 415 é usado como substituto de um residuo
de aminoacido de cisteina conjugado com um grupo quimico que aumenta o
peso molecular do polipeptideo de FiX.

Em uma concretizacao preferida o analogo de FIX tem pelo me-
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nos um dos residuos de amino naturais na posicao 44, 46, 47, 50, 53, 57,
66, 67, 68, 70, 72, 74, 80 ou 84 é usado como substituto de um residuo de
aminoacido de cisteina conjugado com um grupo quimico que aumenta o
peso molecular do polipeptideo de FIX.

Em uma outra concretizacdo preferida o analogo de FIX tem pe-
lo menos um dos residuos de amino naturais na posigao 87, 89, 90, 91, 94,
100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 108, 113, 116, 119, 120, '121, 123, 125,
129, 138, 140, 141 ou 142, é usado como substituto de um residuo de ami-
noacido de cisteina conjugado com um grupo quimico que aumenta o peso
molecular do polipeptideo de FIX.

Em uma outra concretizagao preferida o analogo de FIX tem pe-
lo mends um dos residuos de amino naturais na posi¢ao 185, 186, 188, 189,
201, 202, 203, 224, 225, 228, 239, 240, 241, 243, 247, 249, 252, 257, 260,
261, 262, 263, 265, 277, 280, 314, 316, 318, 321, 341, 372, 374, 391, 392,
406, 410, 413 ou 415, é usado como substituto de um residuo de aminoaci-
do de cisteina conjugado com um grupo quimico que aumenta o peso mole-
cular do polipeptideo de FIX

Em uma outra concretizagao preferida o analogo de FIX tem pe-
lo menos um dos residuos de amino naturais na posi¢cao 146-180, usado
como substituto de um residuo de aminoacido de cisteina conjugado com
um grupo quimico que aumenta o peso molecular do polipeptideo de FIX.

Deve ser entendido que uma vez que a posi¢gao 146-180 corres-
ponde ao peptideo de ativagao de FIX, que é removido na ativagao, um ana-
logo de FIX, em que pelo menos um dos residuos de amino naturais é usado
como substituto de um residuo de aminoacido de cisteina em uma posi¢cao
selecionada de 146-180, que cisteina is conjugada com um grupo quimico
que aumenta o peso molecular do polipeptideo de FIX, esse grupo quimico
nao estara presente no analogo apos a ativagao.

Em uma outra concretizagao preferida o analogo de FIX tem pe-
lo menos um dos residuos de amino naturais selecionado das posi¢gdes 155,
156, 157, 158, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 167, 168, 169, 170, 171, 172,
173, 174, 175, 176 177, é usado como substituto de um residuo de aminoa-
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cido de cisteina conjugado com um grupo quimico que aumenta 0 peso mo-
lecular do polipeptideo de FIX.

Em uma outra concretizagao preferida o analogo de FIX tem pe-
lo menos um dos residuos de amino naturais selecionado das posigoes 160,
161, 162, 163, 164, 165 e 166, é usado como substituto de um residuo de
aminoacido de cisteina conjugado com um grupo quimico que aumenta o
peso molecular do polipeptideo de FIX.

Em uma outra concretizagao preferida o analogo de FIX tem re-
siduo de aminoacido E162 usado como substituto de um residuo de aminoa- -
cido de cisteina conjugado com um grupo quimico que aumenta 0 peso mo-
lecular do polipeptideo de FIX.

Um outro aspecto da presente invengéo refere-se a um analogo
de FIX com uma semi-vida circulatdria prolongada, que tem pelo menos um
residuo de cisteina anexada ao T415 C-terminal, a dita cisteina sendo con-
jugada com um grupo quimico que aumenta o peso molecular do polipepti-
deo de FIX.

Em concretizacbes preferidas da presente invengédo, o grupo
quimico conjugado aos polietileno glicéis de residuo de cisteina nao nativa
(PEG). Em uma outra concretizagao preferida o polietilenoglicol tem um peso
molecular médio na faixa de 500-100.000, tais como de 1000-75.000, ou de
2.000-60.000.

Em analogos de FIX preferidos tem uma semi-vida circulatoria
de pelo menos 1,5 vezes que de FIX de tipo selvagem.

Em analogos de FIX preferidos da presente invengao o analogo,
quando medido em um ensaio de coagulagédo, tem uma atividade biolégica
de pelo menos 20% de FIX de tipo selvagem.

Um outro aspecto da presente invengao refere-se a um metodo
para a preparagdo de um analogo de FIX, compreendendo as etapas de a)
reducdo seletiva de um polipeptideo de FIX engenheirado compreendendo
pelo menos uma cisteina ndo nativa em uma posicéo selecionada do grupo
da posicdo 44, 46, 47, 50, 53, 57, 66, 67, 68, 70, 72, 74, 80, 84, 87, 89, 90,
91, 94, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 108, 113, 116, 119, 120, 121, 123,
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125, 129, 138, 140, 141, 142, 146-180, 185, 186, 188, 189, 201, 202, 203,
224, 225, 228, 239, 240, 241, 243, 247, 249, 252, 257, 260, 261, 262, 263,
265, 277, 280, 314, 316, 318, 321, 341, 372, 374, 391, 392, 406, 410, 413 ou
415, conjugada através de uma ponte de dissulfeto a um tiol de baixo peso
molecular (RS-CYS), por permissao de que o FIX conjugado com tiol de bai-
X0 peso molecular reaja com uma mistura compreendendo um tampao de
redox e b) uma etapa simultdnea ou subsequente de conjugacao de pelo
menos um das por¢cdes de cisteina seletivamente reduzidas (HS-Cys) com
um grupo quimico.

Em uma concretizagao preferida o método compreende um tam-
pao de redox compreendendo uma mistura compreendendo glutationa redu-
zida ou oxidada. Em uma outra concretizagao preferida o tampao de redox
ulteriormente compreende uma glutaredoxina.

Um outro aspecto da presente invencao refere-se a um método
para preparagdao de um andlogo de FIX, compreendendo as etapas de a)
redugao seletiva um polipeptideo de FIX engenheirado compreendendo pelo
menos uma cisteina ndo nativa em uma posigdo selecionada do grupo da
posicao 44, 46, 47, 50, 53, 57, 66, 67, 68, 70, 72, 74, 80, 84, 87, 89, 90, 91,
94, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 108, 113, 116, 119, 120, 121, 123,
125, 129, 138, 140, 141, 142, 146-180, 185, 186, 188, 189, 201, 202, 2083,
224, 225, 228, 239, 240, 241, 243, 247, 249, 252, 257, 260, 261, 262, 263,
265, 277, 280, 314, 316, 318, 321, 341, 372, 374, 391, 392, 406, 410, 413 ou
415, conjugada através de uma ponte de dissulfeto a um tiol de baixo peso
molecular (RS-CYS), por permisséo de que o FIX conjugado com tiol de bai-
X0 peso molecular reaja com uma mistura compreendendo um composto de
acido triarilfosfina-3,3’,3”-trissulfonico e b) uma etapa simultdnea ou subse-
qluiente de conjugacao de pelo menos uma das porgdes de cisteina seletiva-
mente reduzidas (HS-Cys) com um grupo quimico.

Em concretizacoes preferidas do método da presente invencao o
grupo quimico é selecionado polietileno glicois (PEG), em particular um ten-
do um peso molecular médio de na faixa de 500-100.000, tais como 1000-
75.000, ou de 2.000-60.000.
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Um outro aspecto da invencéo refere-se a uma formulagéo farmacéutica pa-
ra o tratamento de um paciente com hemofilia compreendendo uma quanti-
dade terapeuticamente eficaz de um analogo de FIX de acordo com a inven-
¢ao juntamente com um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

Um outro aspecto da presente invengao refere-se a um método
de tratamento de um paciente com hemofilia compreendendo administragcao
ao paciente uma quantidade terapeuticamente eficaz de um énélogo de FIX
de acordo com a invencédo juntamente com um veiculo farmaceuticamente
aceitavel.

Em uma concretizagdo preferida o método consequentemente
compreende pelo menos um tratamento uma vez por semana. Em uma outra
concretizagdo preferida o tratamento compreende apenas tratamento uma
vez por semana.

Descricdo Detalhada da Invencéao

FIX é um fator de coagulagao dependente de vitamina K com
similaridades estruturais ao fator VII, protrombina, fator X, e proteina C. A
forma de zimogénio circulante, que tem tem uma semi-vida no plasma de
cerca de 18-30 horas, consiste de 415 aminoacidos divididos em quatro do-
minios distintos compreendendo um dominio rico de acido Y-
carboxiglutadmico N-terminal (Gla), dois dominios de EGF, e um dominio de
protease de serina de tipo tripsina C-terminal. Ativagao de FIX ocorre por
protedlese limitada a liberagao de Arg'*®-Ala'*® e Arg'®%-val'®' de um frag-
meno de 35-aa, 0 assim chamado peptideo de ativacdo (Schmidt e Bajaj
2003). O peptideo de ativagao é fortemente glicosiladdo contendo dois glica-
nos N-ligados e até quanto O-ligados.

Modificacdo covalente, por exemplo, por PEGilagdo ou ligagao
de peptideo, foi aplicada com sucesso em varios produtos farmacéuticos a
base de proteina para aperfeicoar seus perfis farmacocinético ou farmacodi-
namico. Conjugacéo via cisteinas nativas ou engenheiradas prové um meio
atraente de modificagcdo especifica de sitio devido a raridade desse aminoa-
cido sobre a superficie de proteinas bem como a alta seletividade fornecida
pela quimica de acoplamento de tiol. Na pratica, no entanto, essa aborda-
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gem é frequentemente complicada pelo fato de que as cisteinas introduzidas
sdo encontradas como dissulfetos mistos com tidis de baixo peso molecular
(LMW) tais como cisteina e glutationa que previnem modificagdo subsequen-
te.

Assim, ha uma necessidade de métodos em que dissulfetos mis-
tos de tais cisteinas e tidis de baixo peso molecular podem ser quimicamen-
te reduzidos com a preven¢ao das ligagoes de dissulfeto nativo.

O gene de fator IX humano foi isolado e foi expresso em células
de mamifero (K. Kurachi e E. W. Davie). Isolamento e caracterizagao de um
cDNA que codifica fator IX humano. PNAS. 79 (21 1):6461-6464, 1982; K. H.
Coo, K. G. Gould, D. J. Rees, e G. G. Brownlee. Clonagem molecular do ge-
ne para fator IX de anti-hemofilico humano. Nature 299 (5879):178-180,
1982; R. J. Kaufman, L. C. Wasley, B. C. Furie, B. Furie, e C. B. Shoemaker.
Expressao, purificagao e caracterizagéo de fator IX gama-carboxilado re-
combinante sintetizado em células de ovario chinés. J.Biol.Chem. 261
(21):9622-9628, 1986.) e a seqiéncia aminoacidos foi deduzida de cDNA.

O presente tratamento de hemofilia B com FIX normalmente in-
clui por volta de duas inje¢des semanalmente suplementadas com injegdes
em uma base necessaria, por exemplo, antes da extragOes de dentes ou
cirurgia. FIX circula uma proforma inativa e é apenas convertida da forma
ativa FIXa quando um sangramento deve ser interrompido. Assim um meio
de realizar um tratamento com FIX profilatico com base em, por exemplo,
uma inje¢cao semanal deve aumentar o tempo de circulagdo de FIX na cor-
rente sanguinea do paciente. Desse modo sempre tera um cero nivel de FIX
de zimogénio pronto para ser ativado para assegurar condi¢cdes de coagula-
cao de sangue normais no paciente em qualquer tempo.

Os analogos de FIX de acordo com a presente invengao sao
modificados por substituicdo de um ou mais do residuo natural de amino&ci-
dos em FIX com um residuo de Cys.

Identificag@o de posi¢cdes em FIX adequada para a introdugéo de
residuos de cisteina:

As posigdes de aminoacido sendo modificadas de preferéncia
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serdo tomadas da combinagédo de residuos tendo uma acessabilidade de
superficie de cadeia lateral realtiva >50%. Acessabilidade de superficie para
a cadeia pesada e dominio de EGF2 foram calculadas a partir de dados cri-
talograficos publicados (1RFN, Hopfner e outros, 1999), enquanto célculos
do dominio de EGF1 eram baseados em uma construgao de modelo de ho-
mologia a partir da estrutura de cristal de FIXa de suino (1PFX, Brandstetter
e outros, 1995). Além disso, residuos selecionados (residuos 155-177) no
peptideo de ativagéo, para o qual nenhuma informagao estrutural esta dis-
ponivel, foram considerados importantes. Em uma publicacdo recente foi
mostrado que esse segmento do peptideo de ativacdo pode ser deletado
sem compfometer a atividade bioldgica de FIX (Begbie e outros. 2005). To-
das as posigcoes relevantes em FIX humano séo listadas na Tabela 1.

Tabela 1. PosicOes relevantes para modificagao especifica de
sitio de FIX. ‘ASA1’ é a acessabilidade (em A?) do residuo de aminoacido
total, ‘ASA2’ é a acessabilidade (em A?) da cadeia lateral, e ‘Rel. ASA’ é a
acessabilidade da cadeia lateral fracional. A numeracao de sequéncia segue
quimiotripsina e é idéntica a numeragéo na estrutura de cristal de FIXa de
suino (1PFX.pdb). Cadeias laterais marcadas com asterisco (*) ou um me-
nos (-) levanta-se a hipétese de que seja important para a ligagao ao com-
plexo de FVila/TF (Chen, C.W. e outros, Thromb Haemost. 2002; 88:74-82.)
ou to FVllia (Autin, L. e outros, J. Thromb. Haem. 2005, 3: 2044-56), respec-

tivamente.

T =
Res. No. | Residuo ASA1 ASA2 iberagao de Marca

ASA
44 GLN 98,9 89,62 0,65
45 TYR 127,61 | 102,77 0,56
46 VAL 92,03 79,54 0,73
47 ASP 120,51 105,86 0,91
50 GLN 94,29 81,75 0,56
52 GLU 137,29 121,94 0,85




53 SER 110,6 71,75 0,89
54 ASN 78,81 62,97 0,54 *
57 LEU 94,46 85,04 0,57
59 GLY 64,16 47,95 0,89 *
“ 61 SER 57,29 47,74 0,58 *
66 ILE B 128,4 117,58 0,77
67 ASN 116,62 99,47 0‘,86
68 SER 65,52 63,95 0,84
70 GLU 104,08 98,67 0,71
72 TRP 143,49 135,57 0,63
74 » PRO“ 109,62 91,25 0,73 *
| 80 ”LYSH .1.91,4‘2 178,01 0,99
| 84 LEU ‘1 03,29 98,38 0,65 |

Res. No.

Liberacado de

Residuo ASA1 ASA2  ASA Marca
| 87 THR 83,57 76,41 0,66
89 ASN 122,26 99,36 0,8
90 ILE 84 79,82 0,63
91 LYS 128,1 96,73 0,58
94 ARG 151,51 138,14 - 0,69
» 100 LYS 118,47 114,68 0,67
101 ASN 78,92 63,6 0,56
102 SER 83 53,18 0,63
103 ALA 88,66 47,67 0,7
104 ASP 88,46 | 74,73 0,62
105 ASN 108,19 99,74 0,86
106 LYS 1‘31 ,06 126,34 0,68
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108 VAL 75,49 69,94 0,59
113 GLU 101,37 87,96 | 0,58
116 ARG 136,07 129,02 0,64
119 GLU 137,93 126,99 0,82
120 ASN 113,58 86,88 0,72
121 GLN 84,29 83 | 0,57
123 SER 52,41 52,41 0,57
125 GLU 76,19 76,19 0,55
129 PRO 127,15 91,63 | 0,8
138 SER 99,87 T 72,52 0,79
1“40 T THR - 78,22 62,84 | 0,6
141 ] SER | 124,17 90,36 1,02
142 LYS 243,55 231,32 0,95

e

i

liberacao
Res. No. | Residuo ASA1 ASA2 Marca

de ASA
185 GLU | 104,18 | 10268 0,73
186 ASP 93,02 81,46 0,74
188 LYS 1 24,37 123,07 0,67
189 PRO 62,18 58,27 0,51
201 LYS 174,2 136,05 0,73
202 VAL 73,97 68,06 " 0,63
203 ASP 103,23 96,57 0,79
224 GLU 110,06 99,47 0,71
225 THR 136,54 115,79 1,02
228 LYS 158,34 146,18 0,82
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239 GLU 11,9 87,55 0,58
240 GLU | 105,36 95,43 0,66
241 THR 93,62 82,06 0,72
243 HIS 160,28 | 127,85 0,82
247 LYS 147,15 | 133,67 0,73
249 ASN 62,4 62,4 0,54
252 ARG | 120,71 108,77 0,57
257 HIS 134,87 98,77 0,65
260 ASN 71,4 63,12 0,56
261 ALA 62,45 44,52 0,68
262 ALA 94,53 49,72 0,76
263 ILE 141,89 110,3 0,74
265 LYS 100,02 99,84 0,54
277 GLU | 104,36 | 104,36 0,73
280 VAL | 102,37 98,01 0,82
292 ASP 72,62 59,01 0,52
293 LYS 115,6 115,56 0,67
294 | GLU 107,3 101,01 0,68
301 LYS 146,99 | 124,63 0,65
314 PHE | 120,75 | 120,08 0,72
316 LYS 16563 | 138,79 0,76
318 ARG | 170,14 | 155,69 0,8
321 LEU 98,82 95,81 0,61
327 ARG | 12009 | 116,48 0,55
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332 asp | 79,51 60,87 0,55
333 ARG | 148,18 | 139,33 0,67
338 ARG | 1889 | 160,87 0,76
341 | LvyS | 22048 | 18347 099 |
342 PHE | 118,35 106 0,59
343 THR | 9232 77,52 0,68

346 | ASN | 6125 | 5908 0,51
354 His | 10642 | 105,15 0,63
355 gLu | 10057 | 89,47 0,69
372 GLU | 9379 75,65 0,53
374 GLUu | 14035 | 102,57 0,72
391 MET | 10883 | 100,48 0,67
392 Lys | 160,88 | 145,95 0,81
406 ASN | 10427 | 98,78 0,79
410 GLu | 117,19 | 97,59 0,68
413 Lys | 15375 | 134,03 0,75
415 THR | 201,00 | 18254 0,95

155 Tyr
156 Val
157 Asn
158 Ser
159 Thr

Glu

160
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161 T Ala
162 Glu
163 Thr
164 lle
165 Leu
166 | Asp
167 Asn
168 lle
169 Thr
170 Gin
171 Ser |
172 Thr
173 “ Gin
174 Ser
| 175 Phe
176 Asn
177 Asp

Os anéalogos de FIX da presente invengdo tém uma semi-vida
circulatéria prolongada quando em comparacéo com FIX de tipo selvagem. A
semi-vida circulatdria pode ser medida por métodos métodos conhecidos
pela pessoa versada, tal como, por exemplo, descritos em McCarthy e ou-
tros Thromb Haemost. 2002 May;87(5):824-30.

Em concretizagdes preferidas a semi-vida circulatéria dos analo-
gos de FIX da presente invengdo é pelo menos 1,5 vezes do que o FIX de
tipo selvagem, tais como pelo menos 1,6, por exemplo, pelo menos 1,7, tais
como pelo menos 1,8, por exemplo, pelo menos 1,9, tais como pelo menos
2,0, por exemplo, pelo menos 2,2, tais como pelo menos 2,4 vezes do que
oe FIX de tipo selvagem quando medida no mesmo ensaio ou modelo.

Os analogos de FIX da presente invengéo, além do mais, retém
atividade bioldgica suficiente para suportar a formagéo de coaguio in vivo. A
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atividade bioldgica pode ser medida por métodos conhecidos pela pessoa
versada tal como, por exemplo, descritos em McCarthy e outros Thromb Ha-
emost. em maio de 2002; 87(5):824-30.

Em concretizagdes preferidas a atividade de coagulagdo dos
analogos de FIX da presente invencdo é pelo menos 15%, tais como pelo
menos 20%, por exemplo, pelo menos 25%, tais como pelo menos 30%, por
exemplo, pelo menos 35%, tais como pelo menos 40%, por exemplo, pelo
menos 50%, tais como pelo menos 60%, por exemplo, pelo menos 70% da
atividade de coagulagao de FIX de tipo selvagem quando medida no mesmo -
ensaio.

Mutacédo, expressecao & purificacao

Os analogos de FIX podem ser produzidos por meio de técnicas
de acido nucléico recombinantes. Em general, uma sequéncia de acidos nu-
cléicos humana clonada é modificada para codificar o analogo de FIX dese-
jado e é entdo inserida para dentro de um vetor de expresséo, que € por sua
vez transformado ou transfectado para dentro de células hospedeiras. Célu-
las eucaribticas superiores, em particular células mamiferos cultivadas, sao
preferidas as células hospedeiras.

As alteracdes de sequiéncia de aminoacidos podem ser realiza-
das por uma variedade de técnicas. Modificagcdo da seqUéncia de acidos
nucléicos pode ser por mutagénes especifica de sitio. Técnicas para muta-
génes especifica de sitio sdo bem conhecidas na técnica e sao descritas em,
por exemplo, Zoller e Smith (DNA 3:479-488, 1984) ou "Splicing by extensi-
on overlap", Horton e outros., Gene 77, 1989, pp. 61-68. Assim, usando-se
as sequéncias de nucleotideos e de aminoacidos de FIX, pode-se introduzir
a(s) alteragao(des) de escolha. Do mesmo modo, procedimentos para a pre-
paracdo de um construto de DNA usando-se reagédo de cadeia de polime-
roase usando-se iniciadores especificos sdo bem conhecidos por aquelas
pessoas versadas na técnica (cf. PCR Protocols, 1990, Academic Press,
San Diego, California, USA).

O contruto de acido nucléico que codifica o analogo de FIX da
invencé@o pode ser de origem de origem gendmica ou cDNA, por exemplo,
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obtido pela preparagdo de uma biblioteca genémica ou de cDNA e triagem
quanto a seqiéncias de DNA que codificam a totalidade ou parte de FIX por
hibridizagao usando-se sondas de oligonucleotideo sintéticas de acordo com
técnicas padrao (cf. Sambrook e outros., Clonagem molecular: A Laboratory
Manual, 2nd. Ed. Cold Spring Harbor Labora-tory, Cold Spring Harbor, New
York, 1989).

O construto de acido nucléico que codifica o polipeptideo de
analogo de FIX pode também ser preparado sinteticamente por métodos
padrao estabelecidos, por exemplo, o método de fosfoamidita descrito por
Beaucage e Caruthers, Tetrahedron Letters 22 (1981), 1859 - 1869, ou o
método described by Matthes e outros., EMBO Journal 3 (1984), 801 - 805.
De acdrdo com o método de fosfoamidita, oligonucleotideos sao sintetiza-
dos, por exemplo, em uma sintetizador de DNA automatico, sao purificados,
sdo anelados, sdo ligados e sao clonados em vetores adequados. As se-
quéncias de DNA que codificam os polipeptideos de FIX de ser humano po-
dem também ser preparados por reagao de cadeia de polimeroase usando-
se iniciadores especificos, por exemplo, como descritos na patente U.S. no.
4.683.202, Saiki e outros., Science 239 (1988), 487 - 491, ou Sambrook e
outros., supra.

Além do mais, o construto de acido nuéléico pode ser de origem
gendmica e sintética mista e cDNA ou de cDNA e gendmica mista preparado
por ligacdo de fragmentos de origem sintética, gendmica ou de cDNA (quan-
do apropriado), os fragmentos que correspodem a varias partes do construto
de acido nucléico inteiro, de acordo com técnicas padrao.

As sequéncias de DNA que codificam os polipeptideos de FiX
sdo usualmente inseridos para dentro de um vetor recombinante que pode
ser qualquer vetor, que pode convenientemente ser submetidos a procedi-
mentos de DNA recombinantes, e a escolha do vetor frequentemente de-
pendera da célula hospedeira em que ela deva ser introduzida. Assim, o ve-
tor pode ser um vetor de replicagdo autonémo, isto €, um vetor, que existe
como uma entidade extracromossomal, cuja replicagcao € independente de

replicacdo cromossomal, por exemplo, uma plasmidio. Alternativamente, o
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vetor pode ser um que, quando introduzido para dentro de uma célula hos-
pedeira, é integrado para dentro do genoma da célula hospedeira e replicado
juntamente com o cromossoma(s) para dentro do qual ele foi integrado.

O vetor é de preferéncia um vetor de expressao em que a se-
qguéncia de DNA que codifica o andlogo de FIX é operavelmente ligado a
segmentos adicionais exigidos para a transcricao do DNA. Em general, o
vetor de expressao é derivado de DNA viral ou plasmidio, ou pode conter
elementos de ambos. O termo, "operavelmente ligado" indica que os seg-
mentos sao dispostos de modo que eles funcionem de comum acordo para
as suas finalidades pretendidas, por exemplo, transcri¢dao inicia em um pro-
motor e prossegue através da sequéncia de DNA que codifica o polipepti-
deo.

Vetores de expressao para o0 uso na expressao de analogos de

" - FIX compreenderdao um promotor capaz de dirigir transcricdo de um cDNA
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ou de gene clonado. O promotor pode ser qualquer sequéncia de DNA, que
mostra atividade transcritiva na célula hospedeira de escolha e pode ser de-
rivado de genes que codificam proteinas ou homélogas ou heterdlogas a
célula hospedeira.

Exemplos de promotores adequados para a dire¢gdo da transcri-
céao do DNA que codifica os analogos de FIX em células de mamifero sdo o
promotor de SV40 (Subramani e outros., Mol. Cell Biol. 1 (1981), 854 -864),
o promotor de MT-1 (gene de metalotioneina) (Palmiter e outros., Science
222 (1983), 809 - 814), o promotor de CMV (Boshart e outros., Cell 41:521-
530, 1985) ou o promotor tardio principal de adenovirus 2 (Kaufman e Sharp,
Moi. Cell. Biol, 2:1304-1319, 1982).

As sequéncias de DNA que codificam o analogo de FIX podem
também, se necessario, serem operavelmente ligadas a um terminador ade-
quado, tal como o terminador de horménio de crescimento humano (Palmiter
e outros., Science 222, 1983, pp. 809-814) ou os terminadores de TPI1 (Al-
ber e Kawasaki, J. Mol. Appl. Gen. 1, 1982, pp. 419-434) ou de ADH3 (McK-
night e outros., The EMBO J. 4, 1985, pp. 2093-2099). Vetores de expressao

podem também conter um conjunto de sitios de unido localizados a jusante
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do promotor e a motante do sitio de insergao para a prépria sequéncia de
FIX. Sitios de unido de RNA preferidos podem ser obtidos a partir de adeno-
virus e/ou genes de imunoglobulina. Também contida nos vetores de ex-
pressdo € um sinal de poliadenilagdo localizado a jusante do sitio de inser-
¢éo. Sinais de poliadenilagao particularmente preferidos incluem o sinal de
poliadenilagao precoce ou tardio oriundo de SV40 (Kaufman e Sharp, ibid.),
o sinal de poliadenilagao oriundo da regiao Elb do adenovirus 5, o termina-
dor de gene de hormdnio de crescimento humano (DeNoto e outros. Nucl.
Acids Res. 9:3719-3730, 1981) ou o sinal de poliadenilagdo oriundo do gene
de FIX humano. Os vetores de expressao podem também incluir uma se-
quéncia lider viral de nao codificagao, tal como o lider tripartido de adenovi-
rus 2, localizado entre o promotor e os sitios de uniao de RNA; e sequéncias
aumentadoras, tal como o aumentador de SV40. |

Para dirigir o analogo de FIX da presente invengao na trajetoria
secretoria das células hospedeiras, uma seqliéncia de sinal secretdria (tam-
bém conhecida como uma seqiiéncia lider, pré-pré-sequéncia ou pré-
sequéncia) pode ser provida no vetor recombinante. A sequéncia de sinal
secretdria é unida as sequéncias de DNA que codificam os anélogos de FIX
no quadro de leitura correto. Sequéncia de sinal secretdria estdo comumente
posicionadas 5' em relagcao a seqiéncia de DNA que codifica o peptideo. A
sequéncia de sinal secretéria pode ser aquelva, normalmente associada a
proteina ou pode ser oriunda de um gene que codifica uma outra proteina
secretada.

~ Os procedimentos usados para ligar as sequéncias de DNA que

codificam os analogos de FIX, o promotor e opcionalmente o terminador e/ou
sequiéncia de sinal secretéria, respectivamente, e para inseri-los para dentro
dos vetores adequados contendo a informagao necessaria para a replicagcao,
sdo bem conhecidos pelas pessoas versadas na técnica (cf., por exemplo,,
Sambrook e outros., Clonagem molecular: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor, New York, 1989). |

Métodos de transfecg¢ao de células de mamifero e expressao de
sequéncias de DNA introduzidas nas células sao descritos em, por exemplo,
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Kaufman e Sharp, J. Mol. Biol. 159 (1982), 601 - 621; Southern e Berg, J.
Mol. Appl. Genet. 1 (1982), 327 - 341; Loyter e outros., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 79 (1982), 422 - 426; Wigler e outros., Cell 14 (1978), 725; Corsaro e
Pearson, Somatic Cell Genetics 7 (1981), 603, Graham e van der Eb, Viro-
logy 52 (1973), 456; e Neumann e outros., EMBO J. 1 (1982), 841 - 845.

Sequéncias de DNA clonados sao introduzidos para dentro de
células de mamifero cultivadas por, por exemplo, transfeccédo mediada por
fosfato (Wigler e outros., Cell 14:725-732, 1978; Corsaro e Pearson, Somatic
Cell Genetics 7:603-616, 1981; Graham e Van der Eb, Virology 52d:456-467, -
1973) ou eletroporacao (Neumann e outros., EMBO J. 1:841-845, 1982). Pa-
ra identificar e selecionar células que expressam o DNA exdégeno, um gene
que confere um fendtipo selecionavel (um marcador selecionavel) é em geral
introduzido para dentro das células juntamente com o gene ou cDNA de inte-
resse. Marcadores selecionaveis preferidos incluem genes que conferem
resisténcia a farmacos tais como neomicina, higromicina € metotrexato. O
marcador selecionavel pode ser um marcador selecionavel ampliavel. Um
marcador selecionavel ampliavel preferido € uma seqiéncia de redutase de
diidrofolato (DHFR). Marcadores selecionaveis sao revistos por Thilly
(Mammalian Cell Technology, Butterworth Publishers, Stoneham, MA, incor-
porados aqui por referéncia). A pessoa versada na técnica facilmente sera
capaz de escolher The person skilled in the art will easily be able to coose
marcadores selecionaveis adequados.

Marcadores selecionaveis podem ser introduzidos para dentro
da célula em um plasmidio separado ao mesmo tempo que o gene de inte-
resse, ou eles podem ser introduzidos no mesmo plasmidio. Construtos des-
se tipo sdo conhecidos na técnica (por exemplo, Levinson e Simonsen, a
patente U.S. no. 4.713.339). Pode também ser vantajoso adicionar DNA adi-
cional, conhecido como "DNA de veiculo" a mistura que é introduzida para
dentro das células.

Depois que as células foram colocadas no DNA, elas sao de-
senvolvidas em um meio de crescimento apropriado, tipicamente 1-2 dias,

para comecgar a expressao do gene de interesse. Como usado aqui o termo



10

15

20

25

30

19

"meio de crescimento apropriado” significa um meio contendo nutrientes e
outros componentes exigidos para o crescimento de células e a expressao
dos analogos de FIX. Meios em geral incluem uma fonte de carbono, uma
fonte de nitrogénio, aminoacidos essenciais, agucares essenciais, vitaminas,
sais, fosfolipidios, proteina e fatores de crescimento. Selecdo de farmaco é
entdo aplicada para selecionar para o crescimento das células que estéo
exprimindo o marcador selecionavel em uma forma adequada. Para as célu-
las que foram transfectadas com um marcador selecionavel ampliavel a con-
centragdo de farmaco pode ser aumentada para selecionar para um namero
de cdpias aumentado das seqiéncias clonadas, desse modo, aumentando
niveis de expressdo. Clones de células transfectadas estaveis sdo entao
triadas quanto a expressao do analogo de FIX.

Exemplos de linhas de células de mamifero para o uso na pre-
sente invengao sdo linhas de célula de COS-1 (ATCC CRL 1650), de rim de
hamster bebé (BHK) e de 293 (ATCC CRL 1573; Graham e outros., J. Gen.
Virol. 36:59-72, 1977). Uma linha de célula de BHK preferida € a linha de
célula de tk- ts13 BHK (Waechter e Baserga, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
79:1106-1110, 1982, incoporadas aqui por referéncia), aqui em seguida
chamadas de células de BHK 570. A linha de célula de BHK 570 foi deposi- .
tada com a American Type Culture Collection, 12301 Parklawn Dr., Rockvil-
le, Md. 20852, sob o numero de acesso ATCC CRL 10314. Uma linha de
célula de tk- ts13 BHK esta também disponivel do ATCC sob o numero de
acesso CRL 1632. Além disso, numerosas outras linhas de célula podem ser
usadas dentro da presente inveng¢éao, incluindo células de Hep | de rato (he-
patoma de Rato; ATCC CRL 1600), de Hep Il rato (hepatoma de rato; ATCC
CRL 1548), TCMK (ATCC CCL 139), de pulmao humano (ATCC HB 8065),
de NCTC 1469 (ATCC CCL 9.1), de CO (ATCC CCL 61) e de CO-DUKX (Ur-
laub e Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216-4220, 1980).

Anélogos de FIX da invencao sao recuperados a partir do meio
de cultura e podem entéo ser purificados por uma variedade de procedimen-
tos conhecidos na técnica incluindo, mas nao limitados a, cromatografia (por

exemplo, troca de ions, afinidade, hidrofobica, cromatofocalizagdo e exclu-
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sdo por tamanho), procedimentos eletroforéticos (por exemplo, focalizagéo
isoelétrica preparativa (IEF), solubilidade diferencial (por exemplo, precipita-
cao de sulfato de aménio), ou extragcéo (vide, por exemplo, Protein Purificati-
on, J.-C. Janson e Lars Ryden, editors, VCH Publishers, New York, 1989).
De preferéncia, eles podem ser purificados por cromatografia por afinidade
sobre uma coluna de anticorpo de anti-FIX. Purificagao adicional pode ser
alcancada por meio de purificacdo quimica convencional, tal como cromato-
grafia liquida de alto desempenho. Outros metodos de purificagao sao co-
nhecidos na técnica, e podem ser aplicados a purificagdo dos novos polipep-
tideos de FIX descritos aqui (vide, por exemplo, Scopes, R., Protein Purifica-
tion, Springer-Verlag, N.Y., 1982).

Para finalidades terapéuticas é preferido que o analogo de FIX
seja purificado para pelo menos cerca de 90 a 95% de homogeneidade, de |
preferéncia para pelo menos cerca de 98% de homogeneidade. Pureza pode
ser avaliada por, por exemplo, eletroforese de gel e sequenciagao de amino-
acido amino-terminal.

Reducéao seletiva

Em virtude dos obstaculos acima mencionados com relagao a
conjugacgdo quimica via grupos tiol de cisteinas nao envolvidas em ligagdes
de dissulfeto intramoleculares de proteinas preparadas por técnicas recom-
binantes, a presente invengdo prové o uso de uma mistura de tampao de
redox definida (por exemplo, em combinagdo com um catalisador de redoz
de tiol-dissulfeto) ou uma triarilfosfina para seletivamente reduzir a ligagao
de dissulfeto mista entre tidis de baixo peso molecular e uma proteina enge-
nheirada compreendendo pelo menos uma cisteina nao nativa, por exemplo,
um fator de coagulacdo ou uma proteina da familia de tripsina de proteases
de serina, com tais cisteinas engenheiradas ou nativas. A seguir redugao
seletiva do dissulfeto misto, a cisteina livre pode entdo ser modificada por
conjugagdo usando-se a quimica de acoplamento de tiol na proteina como
conhecida por pessoas versadas na técnica.

Conjugacao quimica via cisteinas engenheiradas ou nativas ofe-

rece a escolha de modificacdo direcionada de proteinas que fornece um uni-
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co produto homogéneo. No entanto, em casos onde a cisteina € conjugada a
um tiol de baixo peso molecular e a proteina contem ligagoes de dissulfeto
intramoleculares instaveis essa estratégia nao é viavel. A presente invengao
permite remogao seletiva de preparacdo da porgéo de tiol de baixo peso mo-
lecular da cisteina liberada para modificagao quimica subsequente.

Portanto, um aspecto da presente invengao refere-se a um mé-
todo para reducgdo seletiva de um FIX engenheirado, isto €, compreendendo
pe'lo menos uma cisteina nao nativa, o dito FIX compreendendo um ou mais
porcbes de cisteina conjugadas através de uma ponte de dissulfeto a um tiol
de baixo peso molecular (RS-Cys), a(s) dita(s) porgédo/por¢cdes nao estando
envolvida(s) nas pontes S-S intramoleculares (Cys-S-S-Cys) quando a prote-
ina esta em sua forma nativa, o método compreendendo a etapa de permitir
que a proteina conjugada com tiol de baixo peso molecular reaja com uma
mistura compreendendo um tampao de redox. '

Um outro aspecto da presente invengéo refere-se a um método
para redugdo seletiva de um FIX engenheirado, isto €, compreendendo pelo
menos uma cisteina ndo nativa, a dita proteina compreendendo uma ou
mais porgcbes de cisteina conjugadas através de uma ponte de dissulfeto a
um tiol de baixo peso molecular (RS-Cys), a(s) dita(s) porgcéao/por¢des nao
estando envolvida(s) nas pontes S-S intramoleculares (Cys-S-S-Cys) quan-
do a proteina estd em sua forma ativa, o método compreendendo a etapa de
perimitir que a proteina conjugada com tiol de baixo peso molecular reaja
com uma mistura compreendendo um agente de reducao de triarilfosfina.

O termo "seletivamente reduzido" refere-se ao fato de que uma
porcdo predominante, por exemplo, uma fragédo de 60% ou mais, ou 80% ou
mais, tais como 90% ou mais, das por¢des de cisteina conjugada através de
uma ponte de dissulfeto a um tiol de baixo peso molecular sao reduzidas
para liberar uma porgao de cisteina com um grupo tiol que esta pronta para
a conjugagcdo com outros grupos, enquanto que porgao predominante, por
exemplo, 60% ou mais, ou 80% ou mais, such as 90% ou mais, de outras
ligagbes de dissulfeto (tipicamente ligagdes de dissulfeto intramoleculares)

sdo preservadas de modo que a atividade biologica da proteina engenheira-
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da seja substancialmente preservada.
(A) Tampao de redox

Como mencionado acima, a presente invencao i.a. prové um
método para redugao seletiva de uma proteina engenheirada compreenden-
do pelo menos uma cisteina ndo nativa, por exemplo, um fator de coagula-
¢do ou uma proteina da familia de tripsina de proteases de serina. A protei-
na em questdo compreende um ou mais por¢des de cisteina conjugada atra-
vés de uma ponte de dissulfeto a um tiol de baixo peso molecular (RS-Cys),
a(s) dita(s) porgao/porgdes nao estando envolvidas nas pontes S-S intramo- -
leculares (Cys-S-S-Cys) quando a proteina esta em sua forma ativa, o meéto-
do compreendendo a etapa de permitir que a proteina conjugado com tiol de
baixo peso molecular reaja com uma mistura compreendendo um tampao de
redox.

Quando usado aqui, o termo “"tampao de redox" destina-se a
significar um par de redox de dissulfeto/tiol em uma razao que que seja re-
ducgéo suficiente para romper um dissulfeto(s) mistos de tiol de proteina de
baixo peso molecular (RS-Cys) e ao mesmo tempo oxidagéo suficiente para
preservar a integridade das ligagdes de dissulfeto nativo na proteina.

De preferéncia, o tampéao de redox compreende um par de redox
de dissulfeto/tio de baixo peso molecular. Pelo termo "baixo peso molecular”
quer se dizer que a forma de tiol do par de redox tem um peso molecular de
no maximo 500 g/mol. Exemplos ilustrativos de tais pares de redox sao a-
queles selecionados da (i) glutationa reduzida ou oxidada e (i) y-
glutamilcisteina reduzida e oxidada, (iii) cistenilglicina reduzida ou oxidada,
(iv) cisteina reduzida e oxidada, (v) N-acetilcisteina reduzida e oxidada, (vi)
cisteamina, é (vii) diidrolipoamida/lipoamida, de preferéncia de (i) glutationa
reduzida ou oxidada.

As 6timas condigdes de redox podem ser determinadas por rea-
lizagdo de uma titulacdo de redox da proteina como conhecida pela pessoa
versada na técnica. Vide Gilbert (1995).

Em uma concretizacao, o tampao de redox € um par de redox de

glutationa reduzida ou oxidada, e a concentragé@o da glutationa reduzida esta
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na faixa de 0-100 mM, e a razao entre glutationa reduzida e glutationa oxi-
dada esta na faixa de 2-200. -

Em uma outra concretizagdo, o tampéao de redox € um par de
redox de glutationa reduzida ou oxidada, e a concentracdo da glutationa re-
duzida esta na faixa de 0-100 mM, por exemplo, de 0,01-560 mM, e a concen-
tracao da glutationa oxidada estd na faixa de 0-5 mM, por exemplo, de
0,001-5 mM. Para polipeptideos de fator IX, a concentracao da glutationa
reduzida esta de preferéncia na faixa de 0-5 mM, por exemplo, de 0,01-2
mM, e a concentragao da glutationa oxidada esté na faixa de 0,001-2 mM,
por exemplo, de 0,001-0,200 mM.

Uma vez que a glutationa e outros tidis de baixo peso molecular
sao em geral redutores/oxidantes pobres em termos de cinética de reacao,
um catalisador de redox de dissulfeto/tiol € mais de preferéncia incluido na
mistura em combinag¢do com tampao de redox a fim de aumentar a taxa da
reacao.

Catalisadores de redox de dissulfeto/tiol adequados a serem in-
cluidos na mistura incluem glutaredoxinas de tipo ditiol e de tipo monotiol.
Glutaredoxinas e suas fungdes sao em geral descritas em Fernandes e ou-
tros. (2004). Exemplos de glutaredoxinas uteis sdo aquelas selecionadas de
Grx1, Grx2 ou Grx3 de Escherichia coli (Holmgren e outros., 1995), Grx1ip,
Grx2p, Grx3p, Grx4p, e Grx5p de Saccharomyces cerevisiae (Luikenhuis e
outros. 1998; Rodriguez-Manzaneque e outros., 1999; Grant, 2001), Grx1 e
Grx2 de Homo sapiens (Padilla e outros. 1995; Lundberg e outros., 2001), e
suas variantes. Variantes incluem, mas ndo é restrista a, glutaredoxinas de
tipo ditiol em que a cisteina C-terminal no pedago de CXXC foi substituida
por um outro aminoacido tipicamente serina (vide Yang e outros., 1998).

O catalisador de redox (em particular uma glutaredoxina) é de
preferéncia usado em uma concentragao de 0,001-20 pM.

E preferido que a mistura ndo compreenda uma isomerase de
dissulfeto de proteina (PDI).

O tampao de redox pode ulteriormente compreender outros

componentes tais como sais, tampdes de pH, etc., e o método da invengao
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pode ser conduzido em qualquer temperatura que seja adequada para a pro-
teina em questado, por exemplo, uma temperatura na faixa de de -5°C a
50°C, tal como na faixa de de 0°C a 37°C, naturalmente dependendo da es-
tabilidade da proteina sob as dadas condigdes.

(B) Agente de reducao de triarilfosfina

Como mencionado acima, a presente invencao também prové
um método para redugao seletiva de uma proteina engenheirada compreen-
dendo pelo menos uma cisteina nao nativa, por exemplo, um fator de coagu-
lacao ou uma proteina da familia de tripsina de proteases de serina. A prote- -
ina em questao compreende uma ou mais por¢des de cisteina conjugada
através de uma ponte de dissulfeto a um tiol de baixo peso molecular (RS-
Cys), a(s) dita(s) porcao/porgdes nao estando envolvidas nas pontes S-S
intramoleculares (Cys-S-S-Cys) quando a proteina esta em sua forma ativa,
o método compreendendo a etapa de permitir que a proteina conjugada com
tiol de reaja com um agente de reducgéao de triarilfosfina.

O termo "agente de reducgédo de triarilfosfina" destina-se a signifi-
car uma triarilfosfina opcionalmente substituida com um ou mais substituin-
tes.

Os grupos arila do agente de reducgao de triarilfosfina sao de pre-
feréncia selecionados de fenila, naftila, 1,2,3,4-tetraidronaftila, antracila, fe-
nantracila, pirenila, benzopirenila, fluorenila e xantenila, em particular fenila,
e em concretizagdes atualmente selecionadas, os grupos arila sao de prefe-
réncia idénticos. Na concretizagao atualmente mais interessante, todos os
trés grupos arila séo fenila. Exemplos de substituintes, que podem estar pre-
sentes nos grupos arila, em particular grupos fenila, sao tipicamente aqueles
selecionados de acido sulfénico, acido carboxilico, C4.¢ alquila, C1.¢ alcoxi, e
Ci.6 alcoxi-Cq.¢ alquila, ou Cs¢ alquileno (representando um anel com dois
atomos de carbono de arila vizinhos) ou C..¢ alquilenodxi (representando um
anel com dois &tomos de carbono de arila vizinhos) ou C,.4 alquileno-6xi-C1.4
alquileno (representando um anel com dois atomos de carbono de arila vizi-
nhos).

Nas concretizagbes atualmente de modo mais interessante, pelo
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menos uma arila (por exemplo, fenila) tem pelo menos um substituinte sele-
cionado de acido sulfénico e acido carboxilico, em particular acido sulfénico;
tal substituinte de preferéncia sendo disposto na posicao meta em realgao a
ligacado atomo de fésforo.

De preferéncia, todos os trés grupos arila tém um substituinte de
acido sulfénico, por exemplo, todos os trés grupos arila tém um substituinte
de acido sulfénico e pelo menos um outro subbstituinte, em particular pelo
menos um substituinte na posicao para em realgéo a ligagao atomo de fosfo-
ro, em particular um substituinte de oxigénio nessa posi¢éo para. '

Acredita-se atualmente que os grupos arila de agentes de redu-
cao preferidos nao tenham quaisquer substituintes na posi¢cao orto em real-
cao a Ii‘gagéo atomo de fésforo.

O termo "C4.¢ alquila" destina-se a incluir residuos de hidrocar-
bonetos saturados ramificados ou lineares que tém de 1-6 atomos de carbo-
no. Exemplos particulares séao metila, etila, n-propila, isopropila, n-butila, iso-
butila, sec-butila, terc-butila, n-pentila, isopentila, n-hexila, etc. Similarmente,
o termo "Cy.4 alquila" inclui residuos de hidrocarbonetos saturados ramifica-
dos ou lineares que tém 1-4 atomos de carbono. O termos "Ci.¢-alquileno”,
"Coe-alquileno"”, etc. representam as birradicais que correspondem a "Ci¢.
alquila", "Cz.e alquila", respectivamente. |

Agentes de redugao de triarilfosfiné adequados sao aqueles ten-
do um equilibrio util entre potencial de redugdo e impedimento estérico. A
natureza quimica do agente de redugao de triarilfosfina é ditada por sua ca-
pacidade de clivar um dissulfeto misto de tiol de proteina de baixo peso mo-
lecular (RS-Cys) enquanto preservagao da integridade das ligacoes de dis-
sulfeto nativo na proteina. Atualmente compostos muito interessantes sao
acidos triarilffosfina trissulfénico, tal como acido trifenilfosfina-3,3’,3”-
trissulfonico e seus analogos. Seus exemplos ilustrativos sao agentes de
reducao de triarilfosfina selecionados de &cido trifenilfosfina-3,3’,3"-
trissulfénico e seus analogos, por exemplo, um daqueles selecionados dos
compostos de 9-11 abaixo:
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O agente de redugao de triarilfosfina é de preferéncia usado em
uma concentragdo de 0,001-100 mM, tais como de 0,01-50 mM ou de 0,1-25
mM.

Em uma concretizagao interessante, o agente de reducao de
triarilfosfina é imobilizado para dar um suporte sélido. Isso facilitara a sepa-
racao facil do agente de redugéo da proteina. Em geral, agente de reducgéo
de triarilfosfina, tais como compostos de 9-11, podem ser imobilizados por
meios conhecidos pela pessoa versada na técnica, por exemplo, por introdu--
¢do de um grupo ligador em um dos grupos arila. O reagente de triarilfosfina
12 é um exemplo de umuma variantee ligavel de 1.
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A reacgao é tipicamente conduzida a uma temperatura na faixa
de 0-40°C, tal como a temperatura ambiente, por um periodo de desde 5
segundos a varios dias, como o caso pode Ser. A reagao pode ser seguida
por HPLC a fim de confirmar a conversao. O solvente é de preferéncia um
tampao aquoso, opcionalmente incluindo co-solventes tal como DMSO ou
DMF. O solvente pode também compreender sais, por exemplo, sais de cal-
cio.
Conjugacao

Uma finalidade importante dos métodos de reducdo seletiva
descritos acima é para liberar um grupo cisteina que pode ser usados para a
ligagcdo (conjugagao) de um grupo quimico, por exemplo, uma porg¢ao de nao
polipeptideo.

Portanto, em uma concretizacao importante, o0 método ulterior-
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mente compreende a etapa simultdnea e/ou subseqliente da conjugacao de
pelo menos uma da(s) por¢ao/por¢coes de cisteina seletivamente reduzida
(HS-Cys) com um grupo quimico.

Seria entendido que a conjugac¢ado das pelo menos uma das por-
¢cOes de cisteina seletivamente reduzidoas com um grupo quimico pode ser
conduzida simultaneamente, isto é, por adigdo de um ou mais reagentes que
levam a conjugacao a mistura compreendendo o tampao de redox, ou em
uma etapa subsequente, por exemplo, depois da purificacao e/ou isolamento
da proteina seletivamente reduzida.

Em uma concretizagao, o grupo quimico € um grupo prolonga-
dor, isto €, um grupo que na conjugacgao a proteina (por exemplo, polipepti-
deo devFator IX) aumenta a semi-vida de circulagao da(o) dita(o) proteina ou
polipeptideo, quando em comparagao com o polipeptideo ou proteina nao
modificada. O principio especifico atras do efeito prolongador pode ser cau-
sado por tamanho aumentado, uniao de sequéncias de peptideos que po-
dem ser reconhecidas por peptidases ou anticorpos, ou marcaramento de
glicanos de tal modo que eles nao reconhegam por receptores especificos
de glicano presentes, por exemplo, no figado ou nos macréfagos, prevengao
ou diminui¢ao de depuragéo. O efeito do grupo prolongador pode, por exem-
plo, também ser levado por ligagdo a componentes de sangue tal como al-
bumina ou adesao nado especifica a tecido vaécular. A glicoproteina conju-
gada substancialmente preservaria sua atividade bioldgica.

Em uma concretizagéo da invengao o grupo prolongador é sele-
cionado do grupo que consiste de:

(a) Um radical carregado organico de baixo peso molecular(15-
1.000 Da), que pode conter um ou mais acidos carboxilicos, acidos aminas
sulfénicos, acidos fosfénicos, ou sua combinagao.

(b) Uma molécula hidrofilica neutra de baixo peso molecular (15-
1.000 Da), tal como ciclodextrina, ou uma cadeia de polietileno que pode
opcionalmente ser ramificada.

(c) Uma molécula hidrofilica de baixo peso molecular (15-1.000

Da) tal como um acido graxo ou acido cdlico ou seus derivados.
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(d) Polietilenoglicol com um peso molecular médio de 2.000-
60,000 Da.

(e) Um polimero de precisdo bem definido tal como um dendri-
mero com uma massa molecular exata que varia de 700 a 20.000 Da, ou'
mais de preferéncia entre 700-10.000 Da.

(f) Um polipeptideo substancialmente nao imunogénico tal como
albumina ou um anticorpo ou parte de um anticorpo opcionalmente contendo
um dominio de Fc.

(@) Um polimero organico de alto peso molecular tal como dex-
trano.

Em uma outra concretizagao da invengao o grupo prolongador é
selecionado do grupo que consiste de dendrimeros, 6xido de polialquileno
(PAO), incluindo polialquileno glicol (PAG), tais como polietileno glicol (PEG)
e polipropileno glicol (PPG), PEGs ramificados, alcool polivinilico (PVA), po-
licarboxilato, poli-vinilpirolidona, anidrido de acido polietileno-co-maléico, a-
nidrido de acido poliestireno-co-maléico, e dextrano, incluindo carboximetil-
dextrano. Em uma concretizacao da invengao particularmente interessante,
o grupo prolongador é um grupo PEG.

O termo "polimero ramificado", ou intercambeavelmente "polime-
ro dendritico", "dendrimero" ou "estrutura dendritica" significa um polimero
organico montado a partir de uma selegéb de blocos de construgao de mo-
ndémero dos quais, alguns contém ramificagdes.

Em uma concretizacao da invengao o grupo prolongador é um
selecionado do grupo que consiste de ligantes de ligacao de proteina de so-
ro, tais como compostos que se ligam a albumina, como acidos graxos, aci-
do C5-C24 graxo, diacido alifatico. (por exemplo, C5-C24). Outros exemplos
de grupos prolongadores incluem moléculas organicas pequenas contendo
por¢coes que sob condigbes fisioldgicas alteram as propriedades de carga,
tais como acidos carboxilicos ou aminas, ou substituintes neutros que previ-
nem reconhecimento especifico de glicano tais como substituintes de alquila
menores (por exemplo, C1-C5 alquila). Em uma concretizagao da invengédo o

grupo prolongador € uma albumina.
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Em uma concretizagdo, o grupo quimico € um nao polipeptideo.

Em uma concretizagao interessante, o grupo quimico é um polie-
tilenoglicol (PEG), em particular um tendo um peso molecular médio de na
faixa de 500-100,000, tais como de 1.000-75.000, ou de 2.000-60.000.

Conjugacdo pode ser conduzida como revelada na WO
02/077218 A1 e na WO 01/58935 A2.
| Particularmente interessante é o uso de PEG como um grupo
quimico para a conjugacao com a proteina. O termo "polietileno glicol" ou
"PEG" significa um composto de polietileno glicol ou um seu derivado, com
ou sem agentes de acoplamento, por¢cdes de acoplamento ou de ativagao
(por exemplo, com tiol, triflato, tresilato, azirdina, oxirana, piridilditio, vinil sul-

fona, ou de preferéncia com um porgao de maleimida). Compostos tal como

‘maleimido monometéxi PEG sdo exemplares de compostos de PEG ativa-

dos da invengao.

PEG é um molécula de polimero adequada, uma vez que ela
tem apenas poucos grupos reativos capazes de reticular em comparacao
com polissacarideos tal como dextrano. Em particular, PEG monofuncional,
por exemplo, metoxipolietileno glicol (MPEG), é de interesse uma vez que
sua quimica de acoplamento é relativamente simples (apenas um grupo rea-
tivo esta disponivel para a conjugac¢do dos grupos de ligagao no polipepti-
deo). Consequentemente, o risco de reticulagéo € eliminado, os conjugados
de polipeptideo resultantes sdo mais homogéneos e a reagao das moléculas
de polimero com o polipeptideo € mais facil de se controlar.

 Para efetuar a ligagao covalente das molécula(s) de polimero ao
polipeptideo, os grupos finais de hidroxila da molécula de polimero sado pro-
vidos em forma ativada, isto €, com grupos funcionais reativos. Moléculas de
polimero ativadas adequadas estdao comercialmente disponiveis, por exem-
plo, da Shearwater Corp., Huntsville, Ala., USA, ou da PoliMASC Pharma-
ceuticals plc, UK. Alternativamente, as moléculas de polimero podem ser
ativadas por métodos convencionais conhecidos na técnica, por exemplo,
como revelados na WO 90/13540. Exemplos especificos de moléculas de
polimero ramificadas ou lineares ativadas para o uso na presente invengao
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sédo descritas no Shearwater Corp. 1997 e catalogos 2000 (Polimeros bio-
compativeis funcionalizados para pesquisa e produtos farmacéuticos, Polieti-
leno Glicol e derivados, incorporados aqui por referéncia). Exemplos especi-
ficos de polimeros de PEG ativados incluem a seguir PEGs lineares: NHS-
PEG (por exemplo, SPA-PEG, SSPA-PEG, SBA-PEG, SS-PEG, SSA-PEG,
SC-PEG, SG-PEG, e SCM-PEG), e NOR-PEG), BTC-PEG, EPOX-PEG,
NCO-PEG, NPC-PEG, CDI-PEG, ALD-PEG, TRES-PEG, VS-PEG, IODO-
PEG, e MAL-PEG, e PEGs ramificados tais como PEG2-NHS e aqueles re-
velados na patente U.S. no. 5.932.462 e na patente U.S. no. 5.643.575, am-
bas as quais sdo incorporadas aqui por referéncia. Além do mais, a seguir
publicacdes, incorporadas aqui por referéncia, revelam moléculas de polime-
ro uteis e/ou quimica de PEGilagdo chemistries: a patente U.S. no.
5.824.778, a patente U.S. no. 5.476.653, WO 97/32607, EP 229.108, EP
402.378, a patente U.S. no. 4,902.502, a patente U.S. no. 5.281.698, a pa-
tente U.S. no. 5.122.614, a patente U.S. no. 5.219.564, WO 92/16555, WO
94/04193, WO 94/14758, WO 94/17039, WO 94/18247, WO 94/28024, WO
95/00162, WO 95/11924, WO 95/13090, WO 95/33490, WO 96/00080, WO
97/18832, WO 98/41562, WO 98/48837, WO 99/32134, WO 99/32139, WO
99/32140, WO 96/40791, WO 98/32466, WO 95/06058, EP 439 508, WO
97/03106, WO 96/21469, WO 95/13312, EP 921 131, a patente U.S. no.
5.736.625, WO 98/05363, EP 809 996, a patente U.S. no. 5,629,384, WO
96/41813, WO 96/07670, a patente U.S. no. 5.473.034, a patente U.S. no.
5.516.673, EP 605 963, a patente U.S. no. 5.382.657, EP 510 356, EP 400
472, EP 183 503 e EP 154 316.

A conjugacao do polipeptideo e das moléculas de polimero ati-
vadas é conduzida pelo uso de qualquer método convencional, por exemplo,
as described in the a seguir referéncias (que também descrevem métodos
adequados para a ativagdao de moléculas de polimero): R. F. Tailor, (1991),
"Protein immobilisation. Fundamental e applications", Marcel Dekker, N.Y.;
S. S. Wong, (1992), "Chemistry of Protein Conjugacédo e Crosslinking”, CRC
Press, Boca Raton; G. T. Hermanson e outros., (1993), "Immobilized Affinity
Ligand Técnicas", Academic Press, N.Y.). A pesssoa versada estara ciente
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que o método de ativagao e/ou quimica de conjugacao a serem usados de-
penden do(s) grupos de ligagdo do polipeptideo (cujos exemplos sao dados
ulteriormente acima), bem como os grupos funcionais do polimero (por e-
xemplo, sendo amina, hidroxila, carboxila, aldeido, suffidrila, succinimidila,
maleimida, vinilsulfona ou haloacetato). A PEGilagao pode dizer respeito a
conjugacao a todos os grupos de ligagao disponiveis no polipeptideo (isto é,
tais grupos de ligagcdo que sao expostos na superficie do polipeptideo) ou
pode dizer respeito em relagdo a um ou mais grupos de ligagcdo especificos,
por exemplo, o grupo amino N-terminal (a patente U.S. no. 5.985.265). Além
do mais, a conjugacao pode ser alcancada em uma etapa ou de um modo
por etapas (por exemplo, como descrita na WO 99/55377).

Sera entendido que a PEGilacao é projetada de modo a produzir
a 6tima molécula com relagao ao numero de moléculas de PEG ligadas, o
tamanho e a forma de tais moléculas (por exemplo, se elas sao lineares ou
ramificadas), e onde no polipeptideo tais moléculas estao ligadas. O peso
molecular do polimero a ser usado sera escolhido levando em consideragao
o efeito desejado a ser alcangado. Por exemplo, se a finalidade primaria da
conjugacéao é alcangar um conjugado tendo um alto peso molecular e tama-
nho maior (por exemplo, para reduzir a depuragao renal), pode-se escolher
para conjugar ou uma ou algumas moléculas de poiimero de alto peso mole-
cular ou numerosas moléculas de polimero com um peso molecular mais
baixo para se obter o efeito desejado. Em uma concretizagao, varias molécu-
las de polimero com um peso molecular mais baixo sdo usadas. Esse é
também o caso se um grau mais alto de unido de epitopo for desejado. Em
tais casos, de 2-8 polimeros com um peso molecular de, por exemplo, cerca
de 5.000 Da, tais como de 3-6 tais polimeros, podem, por exemplo, ser usa-
dos. Uma vez que os exemplos abaixo ilustram, pode ser vantajoso ter um
numero maior de moléculas de polimero com um peso molecular mais baixo
(por exemplo, de 4-6 com um My de 5,000) em compara¢ao com um nume-
ro menor de moléculas de polimero com um peso molecular mais alto (por
exemplo, de 1-3 com um MW de 12.000-20.000) em termos de aperfeigoa-
mento da semi-vida funcional in vivo do conjugado de polipeptideo, even
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onde o pelo molecular total das moléculas de polimero ligadas nos dois ca-
sos é igual ou similar. Acredita-se que a presenga de numero maior de mo-
léculas de polimero menores prové o polipeptideo com um diametro maior
ou um tamanho evidente maior do que, por exemplo, uma unica molécula de
polimero ainda maior, pelo menos quando as moléculas de polimero sao
relativamente uniformemente distribuidas na superficie de polipeptideo.

Verificou-se que ulteriormente resultados vantajosos sédo obtidos
quando o tamanho evidente (também chamado do "peso molecular aparen-
te" ou "massa aparente") de pelo menos uma porg¢ao principal do conjunga-
do da invengao é pelo menos cerca de 50 kDa, tais como pelo menos cerca
de 55 kDa, tais como pelo menos cerca de 60 kDa, por exemplo, pelo menos
cerca de 66 kDa. Acredita-se que sejadevido ao fato de que a depuragao
renal clearance seja substancialmente eliminada para os conjugados tendo
um tamanho aparente suficiente grande. No presente contexto, o "tamanho
aparente" de um conjugado de proteina ou polipeptideo de Fator IX é deter-
minado pelo método de SDS-PAGE.

Além do mais, foi relatado que conjugagao de polimero excessi-
va pode levar a uma perda de atividade da proteina (por exemplo, polipepti-
deo de Fator IX) a qual o grupo quimico (por exemplo, uma por¢ao de néao
polipeptideo) é conjugada (vide naus abaixo). Esse problema pode ser elimi-
nado, por exemplo, por remogao dos grupos de ligagao localizado no sitio
funcional ou por bloqueamento do sitio funcional ante da conjugag¢ao de mo-
do que o sitio funcional da proteina seja bloqueada durante conjugacéo. Es-
pecificamente, a conjugag¢ao entre a proteina e o grupo quimico (por exem-
plo, por¢cao de nao polipeptideo) pode ser conduzida sob condigcbes onde o
sitio funcional da proteina é bloqueado por uma molécula auxiliar, por exem-
plo, um inibidor de protease de serina. De preferéncia, a molécula auxiliar é
uma, que especificamente reconhece um sitio funcional da proteina, tal co-
mo um receptor ou um inibidor de sitio ativo que se liga e assim protegendo
a area em volta da triade catalitica (de preferéncia definida como residuo de
aminoacidos dentro de 10 A de qualquer atomo na triade catalitica).

Alternativamente, a molécula auxiliar pode ser um anticorpo, em
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particular um anticorpo monoclonal que reconhece a proteina (por exemplo,
polipeptideo de Fator 1X). Em particular, a molécula auxiliar pode ser um an-
ticorpo monoclonal neutralizante.

A proteina é de preferéncia para interagir com a molécula auxili-
ar antes de afetar a conjugacao. (Frequentemente € vantajoso usar a mes-
ma molécula auxiliar (por exemplo, um inibidor) como aquela usada nas eta-
pas onde dissuifetos mistos sao reduzidos.) Isso assegura que o sitio fun-
cional da proteina (por exemplo, polipeptideo de Fator IX) € unido ou é pro-
tegido e consequentemente nao disponivel para derivatizacdo pelo grupo
quimico (por exemplo, porcéao de nao polipeptideo) tal como um polimero.

A seguir sua eluicao a partir da molécula auxiliar, 0 conjugado do grupo qui-
mico e da proteina podem ser recuperados com pelo menos um sitio funcio-
nal parcialmente preservado.

Formulacoes e adminsitracao

Em um outro aspecto a presente invencao refere-se a uma for-
mulacgao farmacéutica compreendendo um analogo de FIX em uma forma
seca, para onde o médico ou o paciente adiciona solventes e/ou diluentes
antes do uso. Por "forma seca" destina-se a composicdo ou formulagéo far-
macéutica liquida é seca por congelamento (isto é, liofilizacéo; vide, por e-
xemplo, Williams e Polli (1984) J. Parenteral Sci. Technol. 38:48-59), seca-
gem por spray (vide Masters (1991) in Spray-Drying Handbook (5th ed;
Longman Scientific e Technical, Essez, U.K.), pags. 491-676; Broadhead e
outros. (1992) Drug Devel. Ind. Pharm. 18:1169-1206; e Mumenthaler e ou-
tros. (1994) Pharm. Res. 11:12-20), ou secagem ao ar (Carpenter e Crowe
(1988) Cryobiology 25:459-470; e Roser (1991) Biopharm. 4:47-53).

Em um outro aspecto a invengao refere-se a uma formulacao
farmacéutica compreendendo uma solugao aquosa de um analogo de FiX e
um tampao, em que o analogo de FIX esta presente em uma concentragao
de 0,01 mg/ml ou acima, e em que a dita formulagcao tem um pH de cerca de
2,0 a cerca de 10,0. |

Em uma outra concretizagao da invengao o tampao é seleciona-
do do grupo que consiste de acetato de sddio, carbonato de sédio, citrato,
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glicilglicina, histidina, glicina, lisina, arginina, diidrogénio phosphato de sédio,
fosfato de hidrogénio de dissédio, fosfato de sbédio e tris(hidroximetil)-
aminometano, bicina, tricina, acido malico, succinato, acido maléico, acido
fumarico, acido tartarico, acido aspartico ou suas misturas. Cada um desse
tampoes especificos constitui uma concretizagao alternativa da invengao.

Em uma outra concretizacao da invencao a formulagao ulterior-
mente compreende um preservativo farmaceuticamente aceitavel. Em uma
outra concretizagdo da invengao o preservativo € selecionado do grupo que
consiste de fenol, o-cresol, m-cresol, p-cresol, metil p-hidroxibenzoato, propil -
p-hidroxibenzoato, 2-fenoxietanol, butil p-hidroxibenzoato, 2-fenilethanol,
alcool benzilico, clorobutanol, e tiomerosal, bronopol, acido benzdico, imidu-
réia, cloroexidina, desidroacetato de soédio, clorocresol, etil p-
hidroxibenzoato, cloreto de benzetdnio, clorfenesina (3p-clorfenoxipropano-
1,2-diol) ou suas misturas. Em uma outra concretizagao da invengao o pre-
servativo esta presente em uma concentracao de 0,1 mg/ml a 20 mg/ml. Em
uma outra concretizagao da invengcao o preservativo esta presente em uma
concentragcao de 0,1 mg/mi a 5 mg/ml. Em uma outra concretizagao da in-
vencao o preservativo esta presente em uma concentragdo de 5 mg/ml a 10
mg/ml. Em uma outra concretizagao da invencao o preservativo esta presen-
te em uma concentragdo de 10 mg/ml a 20 mg/ml. Cada um desses preser-
vativos especificos constitui uma concretizagao alternativa da invengao. O
uso do preservativo em composi¢cdoes farmacéuticas € bem conhecido pela
pessoa versada. Para a referéncia de conveniéncia is made to Remington:
The Science e Practice of Pharmacy, 19™ edition, 1995.

Em uma outra concretizagcdo da invengao a formulagao ulterior-
mente compreende um agente isotdnico. Em uma outra concretizagédo da
invencao o agente isoténico é selecionado do grupo que consiste de um sal
(por exemplo, cloreto de sédio), um agucar ou alcool de acuar, um aminoaci-
do (por exemplo, L-glicina, L-histidina, arginina, lusina, isoleucina, acido as-
partico, triptofano, treonina), umn alditol (por exemplo, glicerol (glicerina),
1,2-propanodiol (propileneglicol), 1,3-propanodiol, 1,3-butanodiol) polietile-
noglicol (por exemplo, PEG400), ou suas misturas. Qualquer agucar tais co-
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mo mono-, di-ou polissacarideos, ou glucanos soluveis em agua, incluindo
por exemplo frutose, glicose, manose, sorbose, xilose, maltose, lactose, sa-
carose, trealose, dextrano, pululano, dextrina, ciclodextrina, amido soluvel,
amido de hidroxietila e carboximetilcelulose-Na podem ser usados. Em uma
concretizagdo o aditivo de aguicar é sacarose. Alcool de agucar é definido
como um hidrocarboneto de C4-C8 tendo pelo menos um grupo -OH e inclui,
por exemplo, rﬁanitol, sorbitol, inositol, galactitol, dulcitol, xilitol, e arabitol.
Em uma concretizacdo o aditivo de alcool de agucar é manitol. Os acucares
ou alcoois de agucar mencionados acima podem ser usados individualmente
ou em combinacao. Nao ha limite fixo para a quantidade usada, contanto
que o agucar ou alcool de agucar seja soluvel na preparacao liquida e néo
adversamente afeta os efeitos de solubilizagao alcangados usando-sé 0s
métodos da invencdo. Em uma concretizagao, a concentragao de agucar ou
alcool de aglcar esta entre cerca de 1 mg/ml e cerca de 150 mg/ml. Em uma
outra concretizacao da invengdo 0 agente isotonico esta presente em uma
concentracao de 1 mg/mi a 50 mg/ml. Em uma outra concretizagao da in-
vencdo o agente isoténico estd presente em uma concentragdo de 1 mg/ml a
7 mg/ml. Em uma outra concretizagdo da invencdo o agente isotbnico esta
presente em uma concentracao de 8 mg/ml a 24 mg/ml. Em uma outra con-
cretizagdo da invengao o agente isotdnico esta preéente em uma concentra-
¢éo de 25 mg/ml a 50 mg/ml. Cada um desses agentes isotdnicos especifi-
cos constitui uma concretizagao alternativa da invengao. O uso de um agen-
te isotdbnico em composi¢cdes farmacéuticas é bem conhecido pela pessoa
versada. Para a referéncia de conveniéncia € produzida por Remington: The
Science e Practice of Pharmacy, 19" edition, 1995.

Em uma outra concretizagdo da invengao a formulagao ulterior-
mente compreende um agente de quelagao. Em uma outra concretizagao da
invencao o agente de quelagao é selecionado de sais de acido etilenodiami-
natetraacético (EDTA), acido citrico, e acido aspartico, e suas misturas. Em
uma outra concretizagao da invengao o agente de quelagdo esta presente
em uma concentracado de 0,1 mg/ml a 5 mg/ml. Em uma outra concretizagao

da invencao o agente de quelagdo esta presente em uma concentragao de
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0,1 mg/ml a 2mg/ml. Em uma outra concretizagao da invengao o agente de
quelagao esta presente em uma concentragdo de 2 mg/ml a 5mg/ml. Cada
um desses agentes de quelacao especificos constitui uma concretizagao
alternativa da invencado. O uso de um agente de quelagcao em composigoes
farmacéuticas é bem conhecido pela pessoa versada. Para a referéncia de
conveniéncia é produiida por Remington: The Science e Practice of Phar-
macy, 19" edition, 1995.

Em uma outra concretizacdo da invencao a formulacao further
compreende um estabilizador. O uso de um estabilizador em composigcoes
farmacéuticas € bem conhecido pela pessoa versada. Para a referéncia de
conveniéncia é produzida por Remington: The Science e Practice of Phar-
macy, 19" edition, 1995.

As composig¢des farmacéuticas da invengao podem ulteriormente
compreender uma quantidade de uma base de aminoacido suficiente para
diminuir formag¢ao de agregrado pelo polipeptideo durante a armazenagem
da composi¢éo. Por "base de aminoacido" destina-se a um aminoéacido ou
uma combinagcao de aminoacidos, onde qualquer dado aminoacido esta pre-
sente ou em sua forma de base livre ou em sua forma de sal. Onde uma
combinagdo de aminoacidos € usada, todos os aminoacidos podem estar

presentes em suas formas de base livre, todos podem estar presentes em

‘suas formas de sal, ou alguns podem estar presentes em suas formas de

base livre enquanto outros estao presentes em suas formas de sal. Em uma
concretizacdao, aminoacidos para usar na preparagao das composigoes da
invencao sao aqueles que portam uma cadeia lateral carregada, tais como
arginina, lisina, acido aspartico, e acido glutamico. Qualquer estereocisbmero
(isto é, isbmero de L, D, ou DL) de um aminoacido particular (por exempilo,
glicina, metionina, histidina, imidazol, arginina, lisina, isoleucina, acido aspar-
tico, triptofano, treonina e suas misturas) ou combinagbes desses estereoi-
sdmeros, podem estar presentes nas composi¢coes farmacéuticas da inven-
cao contanto que o aminodacido particular esteja presente ou em sua forma
de base livre ou sua forma de sal. Em uma concretizagao o L-

estereoisOmero é usado. Composi¢cdes da invengao podem também ser for-
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mulados com anéalogos desses aminoacidos. Por "analogo de aminoacido "
destina-se a um derivado do aminoédcido de ocorréncia natural que traz cer-
ca do efeito desejado de formacdo de agregado decrescente pelo polipepti-
deo durante a armazenagem das composicdes farmacéuticas liquidas da
invencdo. Analogos de arginina adequados incluem, por exemplo, amino-
guanidina, ornitina e N-monoetil L-arginina, analogos de metionina adequa-
dos incluem etionina e butionina e analogos de cisteina adequados incluem
S-metil-L cisteina. Como com os outros aminoacidos, os analogos de ami-
noacido sao incorporados nas composi¢des ou em sua forma de base livre
ou sua forma de sal. Em uma outra concretizacao da invengéo os aminoaci-
dos ou anédlogos de aminoacido sdo usados em uma concentragcdo, que €
suficiente para prevenir ou retardar a agregagao da proteina.
| Em uma outra concretizagdo da invengado metionina (ou outros
analogos de aminoacido ou aminoacidos sulfaricos) pode ser adicionada
para inibir oxidagdo de residuos de metionina em sulfoxido de metionina
quando o polipeptideo que age como o agente terapéutico € um polipeptideo
compreendendo pelo menos um residuo de metionina suscetivel a tal oxida-
cao. Por "inibir" destina-se um acumulo minimo de-espécie exidada por me-
tionina durante um tempo. Inibicao de oxidagdo de metionina resulta em re-
tencdo maior do polipeptideo em sua forma molecular adequada. Qualquer
estereoisdmero de metionina (isbmero L, D, ou DL) ou suas combinagdes
podem ser usadas. A quantidade a ser adicionada seria uma quantidade su-
ficiente para inibir oxidagao dos residuos de metionina tal que a quantidade
de sulféxido de metionina é aceitavel para agéncias reguladoras. Tipicamen-
te, isso significa que a composigdo contém nao mais do que cerca de 10% a
cerca de 30% de sulféxido de metionina. Em geral, isso pode ser alcangcado
por adicdo de metionina tal que a razdo de metionina adicionada para resi-
duos de metionina varia de cerca de 1:1 a cerca de 1000:1, tais como 10:1 a
cerca de 100:1.
Em uma outra concretizagdo da invengao a formulagao ulterior-
mente compreende um estabilizador selecionado do grupo de polimeros de

alto peso molecular ou compostos de baixo peso molecular. Em uma outra
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concretizacdo da invengdo o estabilizador é selecionado de polietileno glicol
(por exemplo, PEG 3350), alcool polivinilico (PVA), polivinilpirrolidoha, car-
boxi-/hidroxicelulose ou seus derivados (por exemplo, HPC, HPC-SL, HPC-L
e HPMC), ciclodextrinas, substancias contendo enxofre como monotioglice-
rol, acido tioglicélico e 2-metiltioetanol, e sais diferentes (por exemplo, clore-
to de sodio). Cada um desses estabilizadores especificos constitui uma con-
cretizacao alternativa da invengao.

As composi¢des farmacéuticas podem também compreender
agentes de estabilizagdo adicionais, que ulteriormente aumentam estabilida- -
de de um polipeptideo terapeUticamente ativo ali. Agentes de estabilizagao

de interesse particular para a presente invengao incluem, mas nao séo limi-

~ tados a, metionina e EDTA, que protegem o polipeptideo contra oxidacao de

metionina, e um tensoativo nao idnico, que protege o polipeptideo contra
agregacdo associada a descongelamento na geladeira ou cisalhamento me-
canico.

Em uma outra concretizacao da inveng¢ao a formulagao compre-
ende um tensoativo. O tensoativo pode ser um detergente, éleo de ricino
etoxilado, glicerideos poliglicolisados, monoglicerideos acetilados, ésteres
de acido graxo de sorbitano, polimeros por blocos de polioxipropileno-
polioxietileno (por exemplo, poloxadmeros tal como Pluronic® F68, poloxame-
ro 188 e 407, Triton X-100 ), ésteres de acido graxo de polioxietileno sorbi-
tan, derivados de polioxietileno e de polietileno tais como derivados alquila-
dos e alcoxilados (tweens, por exemplo, Tween-20, Tween-40, Tween-80 e
Brij-35), monoglicerideos ou seus derivados etoxilados, diglicerideos ou seus
derivados de polioxietileno, alcoois, glicerol, lectinas e fosfolipidios (eg. fos-
fatidil serina, fosfatidil colina, fosfatidil etanolamina, fosfatidil inositol, difosfa-
tidil glicerol e esfingomielina), derivados de fosfolipidios (por exemplo, acido
dipalmitoil fofatidico) e lisofosfolipidios (por exemplo, palmitoil lisofosfatidil-L-
serina e ésteres de 1-acil-sn-glicero-3-fosfato de ethanolamina, colina, serina
ou treonina) e alquila, alcoxila (éster de alquila), alcoxi (éter de alquila)- deri-
vados de lisofosfatidila e fosfatidilcolinas, por exemplo, derivados de lauroila

e miristoila de lisofosfatidilcolina, dipalmitoilfosfatidilcolina, e modificagdes do
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grupo de topo polar, isto é, colinas, etanolaminas, acido fofatidico, serinas,
treoninas, glicerol, inositol, e o DODAC positivamente carregado, DOTMA,
DCP, BISHOP, lisofosfatidilserina e lisofosfatidilthreonina, e glicerofosfolipi-
dios (por exemplo, cefalinas), gliceroglicolipidios (por exemplo, galactopiran-
soéide), esfingoglicolipidios (por exemplo, ceramidas, gangliosédeos), dode-
cilfosfocolina, lisolecitina de ovo de galinha, derivados de acido fusidico- (por
exemplo, tauro-diidrofusidato de sédio etc.), acidos graxos de cadeia longa e
seus sais de C6-C12 (por exemplo, acido oléico e acido caprilico), acilcarni-
tinas e derivados, derivados de lisina N”-acilados, arginina ou histidina, ou
derivados acilados de cadeia lateral de lisina ou arginina, derivados de di-
peptideos N"-acilados compreendendo qualquer combinagdo de lisina, argi-
nina ou histidina e um aminoacido acido ou neutro, derivado de N"-acilado
de um tripeptideo compreendendo qualquer combinacdo de um aminoacido
neutro e dois aminoacido carregados, DSS (docusato sdédico, CAS registro
no [5677-11-7]), docusato célcico, CAS registro no [128-49-4]), docusato po-
tassico, CAS registro no [7491-09-0]), SDS (sulfato de dodecila de sédio ou
sulfato de laurila de sddio, caprilato de sédio, acido cdlico ou seus derivados,
acidos biliares e seus sais e conjugados de taurina e glicina, acido ursode-
soxicdlico, colato de sddio, desoxicolato de sédio, taurocolato de sddio, gli-
cocolato de sdodio, N-Hexadecil-N,N-dimetil-3-amdnio-1-propanossulfonato,
tensoativos monovalentes (alquil-aril-sulfonatos) anidnicos, tensoativos zwi-
teribnicos (por exemplo, N-alquila-N,N-dimetilamdnio-1-propanossulfonatos,
3-colamido-1-propildimetilaménio-1-propanossulfonato, tensoativos cationi-
cos (baSes de amoénio quaternario) (por exemplo, brometo de cetil-
trimetilamoénio, cloreto de cetilpiridinio), tensoativos nao idnicos (por exem-
plo, Dodecil beta-D-glucopironosideo), poloxaminas (por exemplo, Tetro-
nic’s), que sao copolimeros por blocos tetrafuncionais derivados da adigao
sequencial de 6xido de propileno e 6xido de etileno a etilenodiamina, ou o
tensoativo pode ser selecionado do grupo de derivados de imidazolina, ou
suas misturas. Cada um desses tensoativos especificos constitui uma con-
cretizacao alternativa da invengao.

O uso de um tensoativo em composi¢gdes farmacéuticas é bem
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conhecido pela pessoa versada. Para a referéncia de conveniéncia is made
to Remington: The Science e Practice of Pharmacy, 19" edition, 1995.

E possivel que outros ingredientes podem estar presentes na formulagao
farmacéutica da presente inveng¢ao. Tais ingredientes adicionais incluem a-
gentes de umectagao, emulsificadores, antioxidantes, agentes de aumento
de volume, modificadbres de tonicidade, agentes de quelacao, ions de me-
tal, veiculo oleaginosos, proteinas (por exemplo, albumina de soro de ser
humano, gelatina ou proteinas) e um zwiterion (por exemplo, um aminoacido
tais como betaina, taurina, arginina, glicina, lisina e histidina). Tais ingredien-
tes adicionais, naturalmente, nao deveriam adversamente afetar a estabili-
dade global da formulacao farmacéutica da presente invengéo.

Administragado parenteral pode ser realizada por injecdo subcu-
tanea, intramuscular, intraperitoneal ou intravenosa por meio de uma serin- |
ga, opcionalmente sering de tipo caneta. Alternativamente, administragcao
parenteral pode ser realizada por meio de uma bomba de infusao. Uma outra
opcao é uma composi¢ao que pode ser uma solugao ou uma suspensao pa-
ra a administragao do composto de FIX na forma de um spray nasal ou pul-
monar. Como ainda outra op¢ao, as composi¢des farmacéuticas contendo o
composto de FIX da invencdo podem ser adaptadas para a administragao
transdérmicas, por exemplo, por inje¢ao livre de agulha ou de um adminis-
tragcdo de emplastro, opcionalmente implastro iontoforético, ou transmucosal,
por exemplo, buccal.

Definicoes

"Fator IX" ou "FIX" como usado aqui refere-se a uma glicoprotei-
na de Fator IX no plasma de ser humano que é um membro da trajetéria de
coagulagao intrinsica e é essencial para a coagulagao de sangue. Deve ser
entendido que essa defini¢ao inclui formas nativas bem como recombinantes
dessa glicoproteinas de Fator IX no plasma de ser humano. A ndo ser que
de outra maneira especificada ou indicada, como usado aqui fator IX signifi-
ca qualquer molécula de proteina de fator IX de ser humano funcional em
seu papel normal na coagulagéo, incluindo qualquer fragmento, andlogo e
seu derivados.
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"FIX Nativo" é a molécula de FIX humano de comprimento total
como mostrada em SEQ ID NO:1. A numeragao da posicao de residuo de
aminodcido esta de acordo com SEQ ID NO: 1 onde o primeiro residuo de
aminoacido N-terminal € nimero 1 e assim por diante.

Os termos "andlogo" ou "analogos”, como usados aqui, destina-
se a designar Fator FIX tendo a sequéncia de SEQ ID NO: 1, em que um ou
mais aminoacidos da proteina de origem foram substituidos por um outro
aminoacido e/ou em que um ou mais aminoacidos da proteina de origem
foram deletados e/ou em que um ou mais aminoacidos foram inseridos na
proteina e/ou em que um ou mais aminoacidos foram adicionados a proteina
de origem. Tal adicdo pode ocorrer ou na extremidade N-terminal ou na ex-
tremidade C-terminal da proteina de origem ou ambas. O "analogo" ou "éné-
logos" dentro dessa definicao ainda tém aditividade de FIX em sua forma
ativada. Em uma concretizagao uma variante é 70% idéntica com a sequén-
cia de SEQ ID NO: 1. Em uma concretizagao uma variante é 80% idéntica
com a sequéncia de of SEQ ID NO: 1. Em uma outra concretizagcdao uma va-
riante é 90% idéntica com a sequéncia de SEQ ID NO: 1. Em uma outra
concretizagdo uma variante é 95% idéntica com a sequéncia de SEQ ID NO:
1. Como usado aqui qualquer referéncia a posicoes especificas refere-se a
posicao correspondente na SEQ ID NO: 1.

A nado ser que de outra maneira especificada, dominio de fator IX
incluem a seguir residuo de aminoacidos: dominio de Gla estando a regiao
de residuo Tyr1 para residuo Lys43; EGF1 estando a regidao de residuo
GIn44 a residuo Leu84; EGF2 estando a regido de residuo Asp85 para resi-
duo Arg145; o peptideo de ativagao estando a regiao de residuo Ala146 para
residuo Arg180; e o dominio de protease estando a regido de residuo
Val181 para Thr414. A cadeia leve refere-se a regiao que inclui o dominio de
Gla, EGF1 e EGF2, enquanto a cadeia pesada refere-se ao dominio de pro-
tease.

"Semi-vida de FIX" refere-se a semi-vida de fator IX na circula-
¢do sanguinea, como determinada em animais tais como camundongos ou

em ser humano, como determinada por farmacocinética por procedimentos
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padrdo conhecidos por pessoas versadas na técnica.

‘ "Atividade de FIX" ou "atividade biologica de FIX" é definida co-
mo a capacidade de funcionar nas cascata de coagulac¢ao, induz a formacéo
de FXa via interacao com FVllla em uma plaqueta ativada, e suporta a for-
magao de um coagulo de sangue. A atividade pode ser avaliada in vitro por
técnicas tal como andlise de coagulo, como descrito, por exemplo, no Mc-
Carthi e outros Thromb Haemost. maio de 2002; 87(5):824-30, e outras téc-
nicas conhecidas por pessoas versadas na técnica.

"FIX prolongado” significa um composto de FIX que circula em um paciente -
por um periodo de tempo prolongado a seguir administragcao quando em
comparagao com o FIX humano nativo.

O termo "residuo de amino inserido" destina-se a incluir tanto
uma substituicdo de um residuo de aminoacido natural com um outro resi-
duo de aminoacido, que nao é normalmente encontrado naquela posicao da
molécula nativa de fIX, quanto uma adi¢do de um residuo de aminoacido a
molécula de FIX humana nativa. A adicao de um residuo de aminoacido po-
de ser ou entre dois residuos de aminoacidos existentes ou na extremidade
N- ou C-terminal da molécula de fiX nativa.

O termo "FIX PEGilado" significa FIX tendo uma molécula de
PEG conjugada & molécula de FIX. O termo "FIX cisteina-PEGilada" significa
FIX tendo uma molécula de PEG conjugada a um grupo sulfidrila de uma
cisteina introduzida na molécula de FIX.

A terminologia para as substituicoes de aminoacido usadas é
como se segue. A primeira letra representa o residuo de aminoacido natu-
ralmente presente em uma posicao de FVIII de ser humano. A seguir o nu-
mero representa a posicao em FIX de ser humano. A segunda letra repre-
senta 0 aminodcido diferente que usa como substituicdo do (resposi¢cédo) a-
minoacido natural. Um exemplo € E162C, onde uma lisina na posi¢gdo 162 de
FIX de ser humano € substituida por uma cisteina.

No presente contexto as indicagOes de trés letras ou de uma le-
tra dos aminoacidos foram usadas em seu mio convencional como indicado

na tabela 2. A nao ser que expliciddamente indicado, os aminoacidos men-
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cionados aqui sao L-aminoacidos. Além disso, as extremidade a esquerda e
a direita de uma seqléncia de aminoacidos de um peptideo are, respectiva-
mente, os N- e C-terminais de outra maneira especificados.

Tabela 2: Abreviacoes para aminoacidos:

Aminoacido Cédigo de trés le- | Cadigo de uma
v 4 ’ tras letra
_Glicine Gy G
_Proline ,_ Pro P
Alanine Ala A
Valina Val \%
Leucina ) Leu L
Isoleucina lle |
Metionina Met M
Cisteina Cys C
Fenilalanina Fe F
Tirosina Tyr Y
Triptofano Trp w
Histidina His H
Lisina Lys K
Arginina Arg R
Glutamina Gin Q
Asparagina Asn N
Acido Glutamico Glu E
Acido aspartico Asp D
Serina ; Ser S
Treonina Thr T
Acido
gama- GLA ou Xaa
carboxiglutdmico

O termo "forma conjugada por tiol de baixo peso molecular (RS-



10

20

25

30

44

Cys)" e termos similares destinam-se a significar que um grupo tiol de uma
cisteina da proteina em questdo é conjugada com um composto tendo um
grupo tiol, em que o dito composto tem um peso molecular de menos do que
500 Da. Exemplos de tais compostos sao glutationa, gama-glutamilcisteina,
cisteinilglicina, cisteina, N-acetilcisteina, ciesteamina, etc.

O termo "forma ativa" refere-se a forma (ou formas) de uma pro-
teina em que é capaz de realizar uma acgao desejada, por exemplo, como
um catalisador (enzima), zimogénio, ou como um co-fator, etc. A "forma ati-
va" é algumas vezes chamada da "forma corretamente dobrada".

A proteina é em geral um polipeptideo "engenheirado” que em
comparagdo com uma proteina nativa inclui pelo menos uma cisteina nao
nativa. Tais polipeptideos "engenheiradas" sdo de preferéncia preparados
por técnicas recombinantes como estarao evidentes por técnicas recombi-
nantes para a pessoa versada na técnica; vide também WO 02/077218 A1 e
WO 01/58935 A2.

Todas as referéncias, incluindo publica¢goes, pedidos de paten-
tes, e patentes sao aqui incorporados por referéncia em sua totalidade e na
medida que se cada referéncia seja individualmente e especificamente indi-
cada ser incorporada por referéncia e fosse indicada em sua totalidade aqui
(na medida maxima permitida pela lei). '

Todos os titulos e sub-titulos sao usados aqui para conveniéncia
apenas e nao seriam interpretados como limitantes da invengdo de maneira
alguma.

O uso de quaisquer e todos os exemplo, ou linguagem exemplar
(por exemplo, "tais como") provido aqui, destina-se a meramente melhor ilu-
minar a invengao e nao possui uma limitagcdo no escopo da invengdo a nao
ser que de outra maneira reivindicado. Nenhuma linguagem no relatério se-
ria interpretado como indicando qualquer elemento nao reivindicado como
essencial a pratica da invengao.

Para citagao e incorporacao dos documentos de patente aqui
séo feitos para conveniéncia apenas e nao refletem qualquer ponto de vista

da validade, patentabilidade e/ou executabilidade de tais documentos de
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patente.

Essa invencao inclui todas as modificacbes e equivalentes do
objeto relatado nas reivindicagbes anexas a mesma uma vez que permitida
pela lei aplicavel.

Concretizacoes da invencao:

1. Anélogo de FIX com uma semi-vida circulatéria prolongada,
em que pelo menos um dos residuos de amino naturais na posi¢cao 44, 46,
47, 50, 53, 57, 66, 67, 68, 70, 72, 74, 80, 84, 87, 89, 90, 91, 94, 100, 101,
102, 103, 104, 105, 106, 108, 113, 116, 119, 120, 121, 123, 125, 129, 138,
140, 141, 142, 146-180, 185, 186, 188, 189, 201, 202, 203, 224, 225, 228,
239, 240, 241, 243, 247, 249, 252, 257, 260, 261, 262, 263, 265, 277, 280,
314, 316, 318, 321, 341, 372, 374, 391, 392, 406, 410, 413 ou 415 é usado
como substituto de um residuo de aminoacido de cisteina conjugado com
um grupo quimico que aumenta o peéo molecular do polipeptideo de FIX.

2. Analogo de FIX de acordo com a concretizagao 1, em que pe-
lo menos um dos residuos de amino naturais na posicao 44, 46, 47, 50, 53,
57, 66, 67, 68, 70, 72, 74, 80 ou 84 é usado como substituto de um residuo
de aminoéacido de cisteina conjugado com um grupo quimico que aumenta o
peso molecular do polipeptideo de FIX.

3. Analogo de FIX de acordo com a concretizagao 1, em que pe-
lo menos um dos residuos de amino naturais na posi¢cao 87, 89, 90, 91, 94,
100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 108, 113, 116, 119, 120, 121, 123, 125,
129, 138, 140, 141 ou 142, é usado como substituto de um residuo de ami-
noacido de cisteina conjugado com um grupo quimico que aumenta o peso
molecular do polipeptideo de FIX.

4. Analogo de FIX de acordo com a concretizagao 1, em que pe-
lo menos um dos residuos de amino naturais na posicao 185, 186, 188, 189,
201, 202, 203, 224, 225, 228, 239, 240, 241, 243, 247, 249, 252, 257, 260,
261, 262, 263, 265, 277, 280, 314, 316, 318, 321, 341, 372, 374, 391, 392,
406, 410, 413 ou 415, é usado como substituto de um residuo de aminoaci-
do de cisteina conjugado com um grupo quimico que aumenta o peso mole-

cular do polipeptideo de FIX
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5. Anéalogo de FiX de acordo com a concretizagao 1, em que pelo menos um
dos residuos de amino naturais na posi¢cao 146-180, é usado como substitu-
to de um residuo de aminoacido de cisteina conjugado com um grupo quimi-
co que aumenta o peso molecular do polipeptideo de FIX.

6. Analogo de FIX de acordo com a concretizagao 1, em que pe-
lo menos um dos residuos de amino naturais selecionado das posi¢cdes 155,
156, 157, 1568, 159, 160, 161, 162, 163, 164, 167, 168,169, 170, 171, 172,
173, 174, 175, 176 177, € usado como substituto de um residuo de ahinoé-
cido de cisteina conjugado com um grupo quimico que aumenta o peso mo-
lecular do polipeptideo de FIX.

7. Analogo de FIX de acordo com a concretizagao 1, em que pe-
lo menos um dos residuos de amino naturais selecionados de positions 160,
161, 162, 163, 164, 165 e 166, é usado como substituto de um residuo de
aminoacido de cisteina conjugado com um gQrupo quimico que aumenta o
peso molecular do polipeptideo de FIX.

8. Analogo de FIX de acordo com a concretizagao 7, em que re-
siduo de aminoacido E162 é usado como substituto de um residuo de ami-
noacido de cisteina conjugado com um grupo quimico que aumenta o peso
molecular do polipeptideo de FIX.

9. Analogo de FIX com uma semi-vida circulatdria prolongada,
em que pelo menos um residuo de cisteina estda anexado ao C-terminal
T415, a dita cisteina sendo conjugada com um grupo quimico que aumenta
0 peso molecular do polipeptideo de FIX.

10. Anédlogo de FIX de acordo com qualquer uma das concreti-
zacdes anteriores, em que 0 grupo quimico é selecionado de polietileno gli-
céis (PEG).

11. Analogo de FIX de acordo com a concretizagao 10, em que o
polietitenoglicol tem um peso molecular médio de na faixa de 500-100.000,
tais como 1000-75.000, ou 2.000-60.000.

12. Anélogo de FIX de acordo com qualquer uma das concreti-
zagdes anteriores, em que o analogo tem uma semi-vida circulatéria de pelo
menos 1,5 vezes que de FIX de tipo selvagem.
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13. Analogo de FIX de acordo com qualquer uma das concreti-
zacOes anteriores, em que o analogo, quando medido em um ensaio de co-
agulacdo, tem uma atividade bioldgica de pelo menos 20% de FIX de tipo
selvagem. '

14. Um método para preparagcao de um analogo de FIX de acor-
do com qualquer uma das concretizagdes anteriores, compreendendo as
etapas de a) reducédo seletiva de um polipeptideo de FIX engenheirado com-
preendendo pelo menos uma cisteina ndao nativa em uma posi¢ao selecio-
nada do grupo da posicao 44, 46, 47, 50, 53, 57, 66, 67, 68, 70, 72, 74, 80,
84, 87, 89, 90, 91, 94, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 108, 113, 116, 119,
120, 121, 123, 125, 129, 138, 140, 141, 142, 146-180, 185, 186, 188, 189,
201, 202, 203, 224, 225, 228, 239, 240, 241, 243, 247, 249, 252, 257, 260,
261, 262, 263, 265, 277, 280, 314, 316, 318, 321, 341, 372, 374, 391, 392,
406, 410, 413 ou 415, conjugada através de uma ponte de dissulfeto a um
tiol de baixo peso molecular (RS-CYS), por permissao de que o FIX conju-
gado com tiol de baixo peso molecular reaja com uma mistura compreen-
dendo um tampéao de redox e b) uma etapa simultanea ou subseqiiente de
conjugacao de pelo menos uma das porgdes de cisteina seletivamente redu-
zidas (HS-Cys) com um grupo quimico.

15 . Um método de acordo com a concretizagdo 14, em que o
tampao de redox compreende a uma mistura compreendendo glutationa re-
duzida ou oxidada e a glutaredoxina.

16. Um método para preparagdo de um analogo de FIX de acor-
do com QUanuer uma das concretizagdes de 1-13, compreendendo as eta-
pas de a) redugao seletiva de um polipeptideo de FIX engenheirado com-
preendendo pelo menos uma cisteina ndo nativa em uma posi¢ao selecio-
nada do grupo da posicao 44, 46, 47, 50, 53, 57, 66, 67, 68, 70, 72, 74, 80,
84, 87, 89, 90, 91, 94, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 108, 113, 116, 119,
120, 121, 123, 125, 129, 138, 140, 141, 142, 146-180, 185, 186, 188, 189,
201, 202, 203, 224, 225, 228, 239, 240, 241, 243, 247, 249, 252, 257, 260,
261, 262, 263, 265, 277, 280, 314, 316, 318, 321, 341, 372, 374, 391, 392,
406, 410, 413 ou 415, conjugada através de uma ponte de dissulfeto a um
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tiol de baixo peso molecular (RS-CYS), por permissdo de que o FIX conju-
gado com tiol de baixo peso molecular reaja com uma mistura compreen-
dendo um composto de acido triarilfosfina-3,3’,3”-trissulfonico e b) uma eta-
pa simultanea ou subsequente de conjugacgéao de pelo menos uma das por-
cOes de cisteina seletivamente reduzidas (HS-Cys) com um grupo quimico.

17. Um método de acordo com as concretizagdes de 14-16, em
gue o grupo quimico é selecionado de polietileno glicéis (PEG).

18. O método de acordo com a concretizagao 17, em que o gru-
po quimico é um polietilenoglicol, em particuiar um tendo um peso molecular -
médio de na faixa de 500-100.000, tais como 1000-75.000, ou 2,000-60.000.

19. Uma formulagao farmacéutica para o tratamento de um paci-
ente com hemofilia compreendendo uma quantidade terapeuticamente eficaz
de um analogo de FIX de acordo com as concretizagdes de 1-13, juntamente
com um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

20. Um método de tratamento de um paciente com hemofilia
compreendendo administragdao ao paciente uma quantidade terapeuticamen-
te eficaz de um andlogo de FIX de acordo com qualquer uma das concreti-
zagoes de 1-13, juntamente com um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

21. Um método de acordo com a concretizagao 20, em que o
tratamento compreende pelo menos um tratamento uma vez por semana.

22. Um método de acordo com a concretizagdo 21, em que o
tratamento compreende apenas o tratamento uma vez por semana.
Exemplos

A terminologia para as sustituicoes de aminoacido usadas nos
seguintes exemplos € como se segue. A primeira letra representa o aminoa-
cido naturalmente presente em uma posicdo de SEQ ID NO: 1. A seguir o
namero representa a posicao em SEQ ID NO: 1. A segunda letra representa
o aminoécido diferente usando como substituto do aminoacido natural. Um
exemplo é o fator IX E162C, onde um acido glutamico na posi¢cdo 162 de
SEQ ID No: 1 é substituido por uma cisteina.

Materiais —Glutationa reduzida ou oxidada (GSH e GSSG, res-
pectivamente) foram adquiridas da Sigma. PEG5k-maleimida (2E2MOHO01),
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PEG20k-maleimida (2E2MOP01), PEG40k-maleimida (2D3Y0TO01) foram
adquiridas da Nektar Therapeutics (Huntsville, AL). Todos os outros produtos
quimicas eram de grau analitico ou melhor.

Determinacao de concentracao — A concentracao de GSSG na
solucédo de estoque foi determinada a partir de sua absor¢cédo a 248 nm u-
sando-se um coeficiente de extingdao de 381 M'cm™ (Chau e Nelson, 1991).
A concentracdo de GSH foi determinada usando-se i reagente de Ellman’s
(5,5'-ditiobis(acido 2-nitrobenzoico)) e 14150 M'cm™ como o coeficiente de
extingdo molar de acido 2-nitro-5-tiobenzédico a 412 nm (Riddles e outros.,
1979).

Clonagem e expresséo de glutaredoxinas — A sequéncia de codi-
ficagdo de DNA para glutaredoxina 2 de Escherichia coli (Grx2) foi ampliada
por PCR usando-se sistema de PCR Expand High Fidelity (Roche Diagnos-
tics Corporation, Indianapolis, IN) de acordo com as recomendacoes do fa-
bricante e introdugdo de par iniciador oHOJ98-f/oHOJ98 que flanqueia sitios
de restricdo de Ndel e Xhol (sequéncias iniciadoras sao listadas na Tabela
1). DNA de modelo genémico para a reagdo de PCR foi preparado a partir
de E. coli de acordo com o procedimento publicado (Grimberg e outros.,
1989). O produto de PCR purificado foi cortado com Ndel e Xhol e entao foi
ligado nos sitios correspondentes de pET-24a(+) (Novagen) para dar
pHOJ294. Uma vez que um cédon de parada foi provida pelo vetor, o gene
foi equipado com uma extensao derivada de vetor 3' que codifica uma eti-
queta de afinidade de LEHHHHHH C-terminal. A identidade correta da se-
quéncia clonada foi verificada por sequenciagao de DNA.

Para a expressao, o plasmidio 294 foi introduzido para dentro
das células de BL21(DE3) competentes (Stratagene, La Jolla, CA). Trans-
formantes de um dia para o outro frescos foram inoculados em 50 ml de cal-
do terrifico ((Sambrook e outros., 1989)) e 30 pyg/mi de canamicina em um
OD600 inicial de 0,02. Culturas foram desenvolvidas a 37°C em frascos pro-
vidos de defletor a 230 rpm para a fase logaritma do meio (OD600 3-4) tem-
po esse em que a temperatura foi diminuida para 25°C e expressdo de pro-

teina induzida por isopropil-B-D-tiogalactopironosideo a 0,1 mM (ITPG). De-
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pois da expressdo de um dia para o outro, células foram coletadas por cen-
trifugacao, foram ressuspensas e 50 ml de tampao de lise (fosfato de potas-
sio a 50 mM, NaCl a 300 mM, pH 8,0), e foram lisadas por trés ciclos de
congelamento-descongelamento. O lisado clareado foi carregado sobre uma
coluna de 20 ml de Ni-NTA Superflow (Qiagen GmbH, Hilden, Alemanha) foi
equilibrado com tampao de lise a uma taxa de fluxo de 5 mil/min. Depois da
lavagem com tampao lise, proteina ligada foi eluida com um gradiente de
linear de imidazol a 0-200 mM no tampao de lise. Fragbes de pico foram
combinadas, foram tratadas com ditiotreitol a 20mM por 20 min antes da dia- -
lise extensiva contra Tris-HCl a 50 mM, EDTA a 2 mM, pH 8,0. A proteina foi
armazenada a -80°C e foi avaliada ter >90% de pureza por SDS-PAGE.
Concentracéo foi estimada por absorbancia a 280 nm usando-se coeficien-
tes de extingdo de 21740 M'em™.

Construcao de DNA que codifica de fator IX e mutantes de fator IX E162C e

fator 1IX 416C—

‘ Plasmidios pHOJ338 e pHOJ358 que codificam fator IX E162C e
fator IX 416C, respectivamente, foram construidos por mutagénese de sitio-
dirigido QuickChange® usando-se pares de iniciador de oHOJ137-
f/oHOJ137-r e oHOJ155-f/0HOJ155-r (vide Tabela 1) como modelo de acor-
do com as instrugdes do fabricante (Stratagene, La Jolla, ‘CA). A identidade
correta de todas as sequéncias clonadas foi verificada por sequenciacao de
DNA.

Purificacao de fator 1X e variantes — Fator 1X e variantes sao pu-
rificados como descritos emn Arruda e outros. (2001) Blood, 97, 130-138,
com a excecao de que fragdes contendo fator IX (Cys variantes) sdo combi-
nados, sao dialisados contra HEPES a 50 mM, NaCl a 100 mM, CaCl,a 10
mM, pH 7,0 e sao armazenados a -80°C.

Modificagao de variantes de FIX Cys com PEG-maleimida — Re-
ducao seletiva é realizada por incubacao de 4,8 mg de variante de FIX Cys a
30°C por 5 horas em um volume total de 4,4 ml de HEPES a 50 mM, NaCl a
100 mM, CaClza 10 mM, pH 7,0 tampao contendo GSH a 0,5 mM, GSSG a
20 uM, e Grx2 a 10 pM. Subsequentemente, geraram tiGis livres sao seleti-
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vamente modificados por adigdo de PEGS5k-maleimida, PEG20k-maleimida,
ou PEG40k-maleimida (dissolvidos em agua) para dar uma concentragao
final de 0,8 mM. Alquilagcao de tiol &€ deixado que prossiga por 15 min a tem-
peratura ambiente no resfiamento brusco com cisteina a 0,5 mM. EDTA é
adicionado em excesso de calcio (concentragcao final de 20 mM) e o conteu-
do total carregado sobre uma coluna de 1 ml de HiTrap Q FF (Amersham
Biosciences, GE Healthcare) equilibrado com tampao A (HEPES a 50 mM,
NaCl a 100 mM, EDTA a 1 mM, pH 7,0) para capturar variante de FIX Cys.
Depois da lavagem com tampao A, eluicdo de uma etapa da proteina ligada
é realizada com tampao B (GlyGly a 10 mM, NaCl a 150 mM, CaCl, a 10
mM, 0,01% de Tween 80, pH 7,0) diretamente sobre uma coluna de HiLoad
Superdex 200 16/60 pg (Amersham Biosciences) montada em frente da co-
luna de HiTrap. Espécies PEGiladas e nao PEGiladas sao separadas a uma
taxa de fluxo de 1 ml/min e sdo detectadas por absor¢cdao a 280 nm. O pico
contendo variante de FIX Cys PEGilado é coletado e é armazenado a -80°C.
Tabela 1

Oligos de DNA usados para a construgao de plasmidios.

Iniciador | Plasmid Seqiiéncia (5’->3’)

0HOJ98-f | pHOJ294 {GCCGCCGGCATATGAAGCTATACATTTACGATCACTGCCC

[0)

CCGCCGCCCTCGAGAATCGCCATTGATGATAACAAATTGATTTG
oHOJ98-r | pHOJ294

oHOJ137-f | pHOJ338 |[CTATGTAAATTCTACTGAAGCTTGCACCATTTTGGATAACATCAC

o

oHOJ137-r | pHOJ338 [GTGATGTTATCCAAAATGGTGCAAGCTTCAGTAGAATTTACATAG

GGATTAAGGAAAAAACAAAGCTCACTTGCTAAGCGGCCGCTTCC
oHOJ155-f] pHOJ358

i

GGGAAGCGGCCGCTTAGCAAGTGAGCTTTGTTTTTTCCTTAATC
oHOJ155-r| pHOJ358
C
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<160>
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<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<222>
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DE SEQUENCIA

NOVO NORDISK A/S

PROLONGED FACTOR IX ANALOGUES AND DERIVATIVES

7387.204-WO
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PATENTIN VERSION 3.3
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4

15

PRT

HOMO SAPIENS

THE THREE-LETTER INDICATION "XAA" MEANS 4-CARBOXYGLUTAMIC ACID

(GAMMA-CARBOXYGLUTAMATE)
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TYR ASN SER
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XAA

ASP

ASP
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ASN

GLN

GLU

PRO
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GLN

50

ILE
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PHE

GLY
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THR
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GLU
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TYR
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PRO
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GLU
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TYR

ASP
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GLY
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REIVINDICAGOES

1. Andlogo de FIX com uma semi-vida circulatéria prolongada,
em que pelo menos um dos residuos de amino naturais na posicao 44, 46,
47, 50, 53, 57, 66, 67, 68, 70, 72, 74, 80, 84, 87, 89, 90, 91, 94, 100, 101,
102, 103, 104, 105, 106, 108, 113, 116, 119, 120, 121, 123, 125, 129, 138,
140, 141, 142, 146-180, 185, 186, 188, 189, 201, 202, 203, 224, 225, 228,
239, 240, 241, 243, 247, 249, 252, 257, 260, 261, 262, 263, 265, 277, 280,
314, 316, 318, 321, 341, 372, 374, 391, 392, 406, 410, 413 ou 415 é usado
como substituto de um residuo de aminoacido de cisteina conjugado com
um grupo quimico que aumenta o peso molecular do polipeptideo de FIX.

2. Analogo de FIX de acordo com claim 1, em que pelo menos
um dos residuos de amino naturais na posi¢ao 146-180, é usado como subs-
tituto de um residuo de aminoacido de cisteina conjugado com um grupo
guimico que aumenta o peso molecular do polipeptideo de FiX.

3. Analogo de FIX de acordo com a reivindicagao 2, em que re-
siduo de aminoacido E162 € usado como substituto de um residuo de ami-
noacido de cisteina conjugado com um grupo quimico que aumenta o peso
molecular do polipeptideo de FiX.

4. Analogo de FIX de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢Oes anteriores, em que 0 grupo quimico é seleciohado de polietileno glicois
(PEG).

5. Analogo de FIX de acordo com a reivindicacao 4, em que o
polietilenoglicol tem um peso molecular médio de na faixa de 500-100,000,
tais como 1000-75,000, ou 2,000-60,000.

6. Analogo de FIX de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢Oes anteriores, em que o analogo tem uma semi-vida circulatéria de pelo
menos 1,5 vezes que de FIX de tipo selvagem.

7. Analogo de FIX de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢Oes anteriores, em que o analogo, quando medido em um ensaio de coagu-
lagao, tem uma atividade biolégica de pelo menos 20% de FIX de tipo selva-
gem.

8. Um método para preparacao de um analogo de FIX de acordo
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com qualquer uma das reivindicagdes anteriores, compreendendo as etapas
de a) reducgdo seletiva an polipeptideo de FIX engenheirado compreendendo
pelo menos uma cisteina ndo nativa em uma posi¢céo selecionada do grupo
da posigao 44, 46, 47, 50, 53, 57, 66, 67, 68, 70, 72, 74, 80, 84, 87, 89, 90,
91, 94, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 108, 113, 116, 119, 120, 121, 123,
125, 129, 138, 140, 141, 142, 146-180, 185, 186, 188, 189, 201, 202, 203,
224, 225, 228, 239, 240, 241, 243, 247, 249, 252, 257, 260, 261, 262, 263,
265, 277, 280, 314, 316, 318, 321, 341, 372, 374, 391, 392, 406, 410, 413 ou
415, conjugada através de uma ponte de dissulfeto a um tiol de baixo peso -
molecular (RS-CYS), por permissao de que o FIX conjugado com tiol de bai-
X0 peso molecular reaja com uma mistura compreendendo um tampao de
redox e b) uma etapa simultdnea ou subsequente de conjugacao de pelo
menos uma das porg¢des de cisteina seletivamente reduzidas (HS-Cys) com
um grupo quimico.

9. Um método para preparagao de um analogo de FIX de acordo
com qualquer uma das reivindicagdes de 1-7, compreendendo as etapas de
a) reducdo seletiva de um polipeptideo de FIX engenheirado compreenden-
do pelo menos uma cisteina ndo nativa em uma posigao selecionada do
grupo da posicao 44, 46, 47, 50, 53, 57, 66, 67, 68, 70, 72, 74, 80, 84, 87,
89, 90, 91, 94, 100, 101, 102, 103, 104, 105, 106, 108, 113, 1186, 119, 120,
121, 123, 125, 129, 138, 140, 141, 142, 146-180, 185, 186, 188, 189, 201,
202, 203, 224, 225, 228, 239, 240, 241, 243, 247, 249, 252, 257, 260, 261,
262, 263, 265, 277, 280, 314, 316, 318, 321, 341, 372, 374, 391, 392, 406,
410, 413 ou 415, conjugada através de uma ponte de dissulfeto a um tiol de
baixo peso molecular (RS-CYS), por permisséao de que o FIX conjugado com
tiol de baixo peso molecular reaja com uma mistura compreendendo um
composto de acido triarilfosfina-3,3’,3”-trissulfénico e b) uma etapa simulta-
nea ou subsequiente de conjugacao de pelo menos uma das porgdes de cis-
teina seletivamente reduzidas (HS-Cys) com um grupo quimico.

10. Um método de acordo com a reivindicagaos 8-9, em que o
grupo quimico é selecionado de polietileno glicéis (PEG).

11. O método de acordo com a reivindicagdo 10, em que 0 grupo
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quimico é um polietilenoglicol, em particular um tendo um peso molecular
médio of na faixa de 500-100.000, tais como 1000-75.000, ou 2.000-60.000.

12. Uma formulagdo farmacéutica para o tratamento de um paci-
ente com hemofilia compreendendo uma quantidade terapeuticamente eficaz
de um analogo de FIX de acordo com a reivindicagao 1-7, juntamente com
um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

13. Um método de tratamento de um paciente com hemofilia
compreendendo administragdo ao paciente uma quantidade terapeuticamen-
te eficaz de um analogo de FIX de acordo com gualquer uma das reivindica- -
¢oes de 1-7, juntamente com um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

14. Um método de acordo com a reivindicagao 13, em que o tra-
tamento compreende pelo menos um tratamento uma vez por semana.

15. Um método de acordo com a reivindicagao 14, em que o tra-

tamento compreende apenas o tratamento uma vez 'por semana.
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- grupo quimico que aumenta O peso molecular do analogo de FIX. )
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: , RESUMO
Patente de Invengao "DERIVADOS E. ANALOGOS DE FIX PROLONGA-
DOS". _ )
A presénte invengao refere-se a anélogps de FIX due tém) um

tempo de cifculagdo aumentado na corrente sanguinea antes da ativagdo

' em comparagdo com aquele de FIX nativo (e uma semana depois da injegao

para um paciente retém pelo menos cerca de 5% da atividade de FIX em

comparagdo com o valor de pico de atividade inicial .alcangado depois da

injegéo) -Os andlogos de FIX reivindicados comrireendem um resiguo de
“cisteina inserido que foi ulterlormente modificado por conjugagdo com ‘um

‘ ~ - © B
> - . .
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