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ANEXOS
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Documento de cesidn del inventor al soficitante o a su causante.

Declaraciones

Copia de la solicitud intermacional {Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Traduccion de la soficitud internacional al castellano. (Resumen, descripcion, reivindicaciones, dibujos)

Copia del examen prefiminar mternacional efectuado por la Autoridad internacionat de Examen Prefiminar (IPEA).
Traduccion del examean prefiminar internacional efectuado por ka IPEA.

De ser el caso, copia del contrato de acceso,

De ser el caso, documento que acredite la icencia o autorizacién de uso de conocimientes
tradicionales de las comunidades indigenas.
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Arte final 12X12 cm.
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De ser el caso, modificaciones efechadas a la soficitud mternacional, Nuevas Retvindicaciones

Otros: Informe de Busqueda de Antecedentes {ntemacional junto con ta traduccién
Publicacion Internacional No. WO 2011/014890 A1
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COLOMBIA

The Undersigned Juan Pedro Valicjo, citizen, adult and living
in Madrid, Spain, in my positian of legal Representative of
the company Bayer HealthCare LLC with headquarters in
555 White Plains Road, Tarrytown, New York, USA
which was initially incorporated at Japan, grant ample an
sufficient power of attomey to; JAIME EDUARDO
DELGADO VILLEGAS and/or CLEMENCIA
DELGADO VILLEGAS, attorneys, adults, residing in
Bogota (Colombia), so that on our behalf and represcntation,
carry out in Colombia and in any other Countrics ali types of
errands an cspecial procedures for the registration and
renewal of all kinds of Product and Service trademarks,
deposits of name and commercial logotype, industrial
models and drawings, invention patents, utility models,
Integrated circuits, name of domain, Copyrights, plant
varieties, agricultural, veterinary and sanitary regisiries,
capacity  certificates,  rencwal, modification, transfer,
assignment and cxpansions and to be responsible as general
attorneys, for the supervision of all  matters related 1o
industrial and Imellectual property, being empowered to
present and withdraw ohjections, to present appeals, to request

- testimonics, to receive documents, (o pay legal fecs, to

approve exploitations, lo apree on transaclions on
trademark agreements with third parties of legal entitics, to
abandon action, to substitute and (o carry out all  the
necessary actions before any administrative authority of the
aforementionted purposes' in the event that such procedures
shail be transferred unto a judicial  field, the legal
representatives are authorized to act as plaintiff  or defendant
before the competent authorities, having an ample power to
seltle, to submit to arbitration, 1o waive, to present appeals and
all olher necessary special faculties.

For that purpose, I kindly request to grant ample powers lo
our attomeys, whe shall be able to exercise the functions
independently or collectively,

The present power of atformey revokes and cancels any other
previous powers of attgmey given by the Company in the
territory of the Colombign Republic,

Sincerely, .

ID Card No. , issued in

Notarial Certificate:

The undersigned Notary Public certifies that the preceding
signature reading Juan Pedro Vallejo is authetic: that signer
is legal representative of Bayer HealthCare LLC and (hat
he is empowered to grant this power, and that said Company
exists and is duly organized in accordance with the laws of
Japan.

All the foregoing facts are known to lhe Notary due to his
having examined the respective documents to wich he, the
Nolary, attests.

Granted and signed, at Madrid, on April 06, 2011

Notary Public.

This Power of Attorncy should be authenticated with the
filed Notarial certificate and legalized by Apostille or by
the Colombian Consulate.
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Atemtamiente se dirige a usted Juan Pedro Yaitejo,

mayor de edad vy residente en Madrid, Espafia, para
manifestarlc que en mi condicién de Representante legal
de la firma Bayer HealthCare LLC domicifiada en 555
White Plains Road, Tarrytown, New York, USA, y
constituida inicialmente en Japén, conficro poder general,
amplio vy suficiente a los Dres. JAIME EDUARDO
DELGADO VILLEGAS, vio CLEMENCIA DELGADO
VILLEGAS, Abogados, mayores ¥ vecinos de Bogotd, D.C.
(Colombia), para que en nuestro nombre ¥ representacion
adelanten ¢n Colombia v en otros pafses toda clase de
diligencias y procedimientos cspeciales para el Registro y
Renovacion en su Despacho, de toda ciase de Marcas de
Producto y Servicio, Depésitos de Nombre ¥ Ensefia
Comercial, Discftos Industriales y Patentes de Invencitn,
Patcntes modelo de Utitidad, Esquemas de Circuitos
integrados, Nombres de dominjo, Derechos de  Autor,
Varicdades vepetales, regisiros agricolas, veterinarios ¥
sanitarios,  cerlificados  de  capacidad, renovacion,
modificacidn, traspaso y ampliacién de los mismos y atiendan
como Apoderados generales todo asunto referente a la
Propiedad Industrial e intelectual, guedando facullados para
presentar y retirar Oposiciones, fnierponer recursos, solicitar
lestimonios, recibir documentos, cancelar gostos legales,
probar explotaciones, aceptar transacciones, llcgar a acuerdos
marcarios con terceras personas o entidades juridicas, desislir,
sustitir y hacer cuanto fuere necesario ante cualquier
autoridad administrativa para los fines arriba indicados: yen
caso de que ¢l procedimiento debiera pasar & conocimicnto
Judicial, quedan facwilados para actuar como demandantes o
demandados amte los fueces que sean compelentes, con
poder anplio, pudiendo transar, someter a drbitros, desislir,
interponer recursos y con todas las demés facwtades
especiales que fueren necesarias,

Con éste objeto, ruego le confieran persongria suficienle n
nuesiros Apoderados quicnes podrén obrar en forma conjuma
o independiente ¢ incluso sjstituir el presente poder.
Alentamente,

A

DNI expedide en

Cedificacion Notarial:

Ei infrascrito Notario Piblico certifica que la finna que
antecede y dice Juan Pedro Vallejo es auléntica: que ¢l
firmante cs representante legal de Bayer HealthCare LLC
que ticne facuitad para olorgar este poder ¥ que dicha
compailfa existe y estd debidamente organizadz  de
conformidad con fas Leyes de Japon,

Todos los hechos anteriores le constan por haber examinado
los documentos respectivos y de todo cllo da fe.

Dado y firmado Madrid, el 06 de Abril de 2011,

Notario Piblico.

Autenticarlo ante Notario con el lleno de la Certificacion
Notarial y refrendarlo por Apostilla o Consulado.




SELLODE

* LEGITIMACIONES Y -

TESTIMONIO DE LEGITIMACION DE FIRMA EN VIRTUD\
DEL ARTICULO 207 DEL REGLAMENTO NOTARIAL.- Yo,
SALVADOR MIRAS GOMEZ, Notario de Madrid, LEGITIMO

, estampada en el documento que antecede y declarando que la
misma es la suya, del que ha quedado constancia por acta auto-
rizada por mi conforme al articulo 207 del Reglamento Notarial

el dia doce de abril de dos mil once, bajo el nimero FZL de

orden de mi Protocolo, ----------—r oo

Madrid, a trece de gbril de dos mil once. --------=-=------
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El presente folio es el agregade al documento en el que figura |a firma de

D./D? D. Salvador Miras Gémez
de fecha 13/04/2011

Apostille (o legalizacién unica)
{ Convention de La Haye du § octobre 1961 )

1. Pais: Espana
El presente documento plblico
2. Ha sido firmado por
D. Salvador Miras Gémez
, . 3. Actuando en calidad de NOTARIO
4. Se halla sellado/timbrado con el de su Notaria

| CERTIFICADO

5. En Madrid 6. El 13 de Mayo de 2011

7. Por el Decano del Colegic Notarial de Madrid
8.Con el numero

9.Sello/timbre 3648 2.1

on Angel Sanz Iglesias
irma delegada del Decano
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POLIPEPTIDOS DEL FACTOR IX MODIFICADOS Y USOS DE LOS MISMOS

REFERENCIA CON SOLICITUDES RELACIONADAS

La presente solicitud reivindica prioridad con respecto a la Solicitud
Provisional de los Estados Unidos N° de Serie 61/230.551 presentada el 31 de
julio del 2009 e incorporada en el presente documento por referencia para
todos los fines

CAMPO

La presente salicitud se refiere a polipéptidos del Factor IX modificados,
por ejemplo, polipéptidos del Factor IX que presentan actividad especifica
aumentada y polipéptidos del Factor IX conjugados con polimeros. La presente
solicitud también se refiere a procedimientos para fabricar polipéptidos del
Factor IX modificados y conjugados de los mismos y a procedimientos para
usar polipeptidos del Factor IX modificados, por ejemplo, para tratar pacientes
que padecen hemofilia B.

ANTECEDENTES

La hemofilia B afecta a uno de 34.500 varones y se produce por diversos
defectos genéticos en el gen que codifica el Factor IX (FIX) de coagulacién que
da como resultado la disminucién o que no pueda detectarse la proteina FIX en
sangre (Kurachi, y col, Hematol. Oncol. Clin. North Am. 6:991-997, 1992;
Lillicrap, Haemophilia 4:350-357, 1998). Niveles insuficientes de FIX conducen
a defectos en la coagulacion y a sintomas que son el resultado de un sangrado
no controlado. La hemofilia B se trata eficazmente por infusion intravenosa de
proteina FIX derivada de plasma o recombinante para detener el sangrado que

ya se ha iniciado o para prevenir que se produzca el sangrado (profilaxis)
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Dargaud, y col., Expert Opin. Biol. Ther. 7:651-663; Giangrande, Expert Opin.
Pharmacother. 6:156 17-1524, 2005). La profilaxis eficaz requiere el
mantenimiento de un nivel de concentracién minima de FIX de
aproximadamente el 1% de niveles normales (Giangrande, Expert Opin.
Pharmacother. 6:15 17-1524, 2005). Como la semivida de FIX nativo (derivado
de plasma o recombinante) es de aproximadamente 18 a 24 horas, los niveles
de FIX disminuyen a menos del 1% de los niveles normales entre 3 y 4 dias
después de la inyeccion en embolada o que requiere repetir inyeccion sobre un
promedio cada tres dias para conseguir la profilaxis eficaz (Giangrande, Expert
Opin. Pharmacother. 6:1517-1524, 2005). Dicha inyeccién intravenosa
frecuente es problematica para los pacientes y es dificil de conseguir una
profilaxis eficaz (Petrini, Haemophilia 13 Sup! 2:16-22, 2007), especialmente en
nifos. Una proteina FIX con una actividad especifica aumentada tiene el
potencial de aumentar la duracién de proteccion y por tanto, ser de beneficio
meédico significativo.
SUMARIO

La solicitud proporciona polipéptidos FIX (denominados también
polipéptidos FIX modificados, muteinas FIX o variantes FIX) que comprenden
secuencias de aminoacidos que se han modificado para mejorar la actividad
especifica de FIX. En algunas realizaciones, se han introducido una o mas
sustituciones de amino4cidos. En algunas realizaciones, los polipéptidos tienen
actividad coaguladora. En- algunas realizaciones, los polipéptidos FIX
modificados pueden comprender al menos una sustitucion en los restos de
aminoacidos 85, 86, 87, 338 y 410.

Los polipéptidos FIX modificados pueden generarse por la introduccion
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de una o mas sustituciones de aminoacidos, por ejemplo, por sustitucion con
cualquier aminoacido. Las realizaciones ejemplares incluyen polipéptidos FiX
que comprenden una o mas sustituciones, tales como, pero sin limitacion:

(a) D85F; D85G, D85H; D85, D85M; D85N; D85R; D85S; D85W; D85Y; V86A:
V86D, VBEE, V86G; V86H; V86l V86L; VB6M; V8EN; V86P; V86Q; V86R;
VB6S; V86T, T87F, T87I, T87K; T87M; T87R; T87V; T87W; R338A; R338F:
R338I; R338L; R338M; R338S; R338T,; R338V; R338W; E410N; E410Q:

(b} D85W y T87R; D85F y T87I; DB5W y T87W, D85R y T85R; D85l y T87R;
D85Y y T87F, D85l y T87M, D85F y T87R; D85F y T87V; D85R y T87K; D85H
y T871; D85l y T87l; D85Y y T87K; D85S y T87R; D85Y y T87R; D85G y T87K;
D85H y T87W, D85H y T87K; D85F y T87K; D85H y T87V; D85M y T871; D85H
y T87M; R338A y E410N; R338A y E410Q;

(c) D85W, V86A y T87R; D85F, VB6A y T87I; D85W, V86A y T87W; D85R,
VB6A y T83R; D85I, V86A y T87R; D85Y, V86A y T87F; D85I, V86A y T87M:
D85F, VBBA y T87R; DB5F, V86A y T87V, D85SR, V86A y T87K; D85H, VBBA y
T871; D85I, VBBA y T87!; D85Y, VBBA y T87K; D85S, V86A y T87R; D85Y,
VB6A y T87R; D85G, VB86A y T87K; D8B5H, VB8BA y T87W, D85H, V86A y T87K;
D85F, VB6A y T87K; D8SH, V86A y T87V, D85M, VB6A y T87I; D85H, V86A y
T87M,;

(d) DBSW, VB6A, T87R y R338A; D85F, V8BA, T871 y R338A; D85W, V86A,
T87W y R338A; DB5R, VB86A, T85R y R338A; D85, V86A, T87R y R338A:
D85Y, VB6A, T87F y R338A; D85I, V86A, T87M y R338A; D85F, V86A, TE7R y
R338A; D85F, VB6A, T87V y R338A; D85R, V86A, T87K y R338A; DB5H,
VB6A, T871 y R338A; D85I, VB6A, T87! y R338A; D85Y, V86A, T87K y R338A;
D85S, V86A, T87R y R338A; D85Y, V86A, TB7R y R338A; D85G, V8BA, T87K

"~ [0
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y R338A; D85H, V86A, T87W y R338A; D85H, V86A, T87K y R338A; DS5F,
V8BA, T87K y R338A; D85H, VBBA, T87V y R338A; D85M, VBBA, T87I y
R338A; D85H, VBBA, T87M y R338A,

(e) D85W, VB6A, T87R, R338A y E410N; D85F, VB6A, T87I, R338A y E410N;
D83W, VBBA, T87W, R338A y E410N; D85SR, V86A, T85R, R338A y E410N:;
D85I, VB6A, T87R, R338A y E410N; D85Y, V86A, T87F, R338A y E410N;
D851, VBBA, T87M, R338A y E410N; D85F, V8BA, T87R, R338A, y E410N;
D85F, VB6A, T87V, R338A y E410N; D85R, V86A, T87K, R338A, y E410N:
D85H, V86A, T871, R338A, y E410N; D85I, V86A, T87i, R338A y E410N; D85Y,
VB6A, T87K, R338A y E410N; D85S, V86A, T87R, R338A y E410N; D85Y,
VBBA, TB7R, R338A y E410N; D85G, VB86A, T87K, R338A y E410N; D85H,
VB6A, T87TW, R338A y E410N; D85H, VB8BA, T87K, R338A y E410N; D85F,
V86A, T87K, R338A y E410N; D85H, VB86A, TB7V, R338A y E410N: D85M,
V86A, T87!, R338A y E410N; D85H, V86A, T87M, R338A y E410N; D85W,
VB8BA, TB7R, R338A y E410Q; D85F, V86A, T871, R338A y E410Q; D85W,
VB6A, T87W, R338A, y £E410Q; D85R, V86A, T85R, R338A y E410Q; D85I,
V86A, TB7R, R338A y E410Q; D85Y, V86A, T87F, R338A y E4100Q; D85,
VB6A, T87M, R338A y E410Q; D85F, V86A, T87R, R338A y E410Q; D85F,
V8BA, T87V, R338A y E410Q; D85R, V86A, T87K, R338A y E410Q; D85H,
V86A, T871, R338A y E410Q; D85I, VB6A, T87!, R338A y E410Q); D85Y, V86A,
T87K, R338A y E410Q; D85S, V86A, T87R, R338A y E410Q; D85Y, V86A,
T87R, R338A y E410Q; D85G, V86A, T87K, R338A y E410Q; D85SH, V86A,
T87W, R338A y E410Q; D85H, V86A, T87K, R338A y E410Q; D85F, V86A,
T87K, R338A y E410Q; D85H, V86A, T87V, R338A y E410Q; D85M, V86A,
T871, R338A y E410Q; D85H, V86A, T87M, R338A y E410Q; y cualquier
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combinacion de los mismos.

La solicitud también proporciona conjugados de polipéptidos FIX que
comprenden secuencias de aminoacidos que se han modificado para mejorar
la actividad especifica de FIX y uno o mas restos poliméricos unidos

covalentemente al polipéptido FIX. En algunas realizaciones, los restos

" poliméricos estan unidos covalentemente a restos de azucar en el polipéptido

FIX, en el que los restos de azlcar se unen de manera natural al péptido
durante la expresion en células de mamiferos.

La solicitud también proporciona preparaciones farmacéuticas que
comprenden polipéptidos FIX modificados y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

La solicitud también proporciona procedimientos para tratar la hemofilia
B que comprende administrar a un sujeto que lo necesita una cantidad
terapéuticamente eficaz de las preparaciones farmacéuticas descritas en el
presente documento.

La solicitud también proporciona secuencias de ADN que codifican
polipéptidos modificados, asi como células huéspedes eucariotas transfectadas
con las secuencias de ADN.

La solicitud también proporciona procedimientos para producir
polipéptidos FIX modificados que comprenden (i} la modificacion de la
secuencia de aminodcidos del polipéptido introduciendo una o mas
sustituciones de aminoacidos; (i} la expresion del polipéptido, por ejemplo, en

una linea celular de mamifero; y (iii) la purificacion del polipéptido.

La solicitud también proporciona un conjugado que comprende a) un |

polipéptido del factor IX que comprende una secuencia de amino4cidos que se

Iz
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ha modificado introduciendo una o mas sustituciones de aminoacidos, en la
que al menos una sustitucién de aminoacido es en el resto 338; b) uno o mas
restos de azucar unidos a dicho uno o mas sitios de glucosilacion y ¢) uno o
mas restos poliméricos unidos covalentemente a uno o mas restos de aztcar.

La solicitud también proporciona un procedimiento para mejorar la
conjugacion de un resto polimérico con un polipéptido que comprende: a)
proporcionar un polipéptido que posea unc o0 mas sitios de glucosilacion, en el
que el sitio de glucosilacion comprenda uno o mas acidos sidlicos; b) oxidar
dichos acidos sialicos de dicho polipéptido; ¢} proporcionar un catalizador y d)
unir covalentemente un resto polimérico, que comprenda un grupo aminc-oxi
funcional, a dichos acidos sialicos oxidados.

DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 representa un grafico que muestra un perfil farmacocinético
de dosis normalizada de FIX-R338A glucoPEGilado, FiIX-R338 y FIX de tipo
silvestre recombinante en ratas normales.

La Figura 2 representa un grafico que muestra un perfil farmacocinético
de FIX-R338A glucoPEGilado, FIX-R338A y rFIX en ratones con Hemofilia B.

La Figura 3 representa un grafico que muestra una actividad de FIX en el
plasma de ratones con Hemofilia B después de inyeccién intravenosa de rFIX,
FIX-R338A o FIX-R338A glucoPEGilado.

La Figura 4 muestra un analisis de evolucién en el tiempo por SDS-
PAGE de la reaccion de PEGilacion con y sin catalizador.

DESCRIPCION DE LA INVENCION
La presente solicitud proporciona polipéptidos FIX que incluyen una o

mas sustituciones de aminoacidos. Por ejemplo, los polipéptidos FIX

‘3
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modificados pueden comprender al menos una sustitucion en los restos de
aminoacidos 85, 86, 87, 338 y 410. Los polipéptidos FIX modificados pueden
tener una actividad especifica aumentada que proporcionaria, por ejemplo, un
limite de proteccion prolongado contra el sangrado en pacientes con hemofilia
B. Los polipéptidos FIX modificados permitirfan, a los pacientes con hemofitia
B, conseguir una proteccion contra el sangrado con menos inyeccicnes de FIX
de las que son posibles en comparacion con la terapia actualmente disponible
de proteina FIX de tipo silvestre.

El Factor VII (FVIl) activado inicia el proceso hemostatico normal
mediante la formacion de un complejo con el factor tisular (FT), expuesto como
resultado de una lesion en la pared de los vasos. E! complejo posteriormente
activa a FIX; la forma activa se denomina FIXa. La activacion del péptido de
FIX se elimina por escision proteolitica en dos sitios mediante el Factor Xla
(FXla) o el complejo factor tisular (FT)/Factor Vlia para generar la molécula
cataliticamente activa, el Factor [Xa (FIXa). FIXa y el Factor Vllla (FVilla)

convierten al FX en Factor Xa (FXa), que a su vez convierte la protrombina en

trombina. Después la trombina convierte el fibrinégeno en fibrina dando como

resultado la formacion de un coagulo de fibrina.

Como el FIX de tipo silvestre posee numerosas modificaciones post-
traduccionales, se ha sugerido que algunas de estas desempedan una funcion
en el perfil farmacocinético in vivo. Una vez producido, FIX debe conservar la
actividad enzimatica e interaccionar con FVIll, FXI y FX para ser un tratamiento
eficaz para la hemofilia B. La introduccion de aminoacidos sustituidos no debe
perturbar estas interacciones y funcién. La solicitud proporciona, en parte,

modificaciones de FIX que probablemente den como resultado una actividad
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especifica aumentada con una minima perturbacién de funcién. Las
modificaciones que potencian la actividad especifica de FIX pueden compensar
el potencial de pérdida de la actividad de coagulacion y tambien prolongar
potencialmente la eficacia de fas moléculas modificadas otorgando eficacia a
niveles de proteina mas bajos.
Polipéptidos FIX Modificados

La solicitud proporciona polipéptidos FIX que comprenden una o méas
sustituciones de aminodcidos, es decir, polipéptidos FiX modificados. El “Factor
IX", como se usa en el presente documento, se refiere a una proteina FIX que
es un miembro de la ruta de coagulacion intrinseca y es esencial para la
coagulacion sanguinea. Debe entenderse que esta definicién incluye formas
nativas asi como recombinantes de la proteina FIX. A menos que se
especifique o se indique de otra manera, como se usa en el presente
documento, FIX significa cualquier molécula de proteina FIX humana funcional
y su funcion normal en la coagulacion, incluyendo cualquier fragmento,
analogo, variante y derivado de la misma. Los términos “fragmento”, “derivado”,
“analogo”, “muteina” y “variante”, cuando se refiere a los polipéptidos de la
solicitud, significan fragmentos, derivados, analogos, muteinas y variantes de
los polipéptidos que conservan sustancialmente la misma funcion o actividad
biolégica.

Los ejemplos no limitantes de polipéptidos FIX incluyen FIX, FiXa y
versiones truncadas de FIX que poseen actividad FIX. Los fragmentos,
variantes de delecion, variantes de sustitucién o variantes de adicién
biolégicamente activos. de cualquiera de los anteriores, que conservan al

menos algun grado de actividad FIX, también pueden servir como un

/S
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polipeptido FIX. En algunas realizaciones, los polipéptidos FIX pueden
comprender una secuencia de aminoacidos con una identidad de al menos
aproximadamente un 70, 80, 90 o 95% con la SEC ID N% 1. En algunas
realizaciones, los polipéptidos FIX modificados son biolégicamente activos. La
actividad biolégica puede determinarse, por ejemplo, mediante ensayos de
coagulacion descritos en el presente documento.

Los polipéptidos FIX modificados pueden contener sustituciones
conservativas de aminoacidos. En la técnica una sustitucién conservativa se
reconoce como una sustitucion de un amincacido por otro aminoacido que
posee propiedades simifares e incluye, por ejemplo, los cambios de alanina por
serina; arginina por lisina; asparagina por glutamina o histidina; aspartato por
glutamato; cisteina por serina; glutamina por asparagina; glutamato por
aspartato; glicina por prolina; histidina por asparagina o glutamina; isoleucina
por leucina o valina; leucina por valina o isoleucina, lisina por arginina;
metionina por leucina o isoleucina; fenilalanina por tirosina, leucina o metionina;
serina por treonina, treonina por serina; triptéfano por tirosina; tirosina por
triptéfano o fenilalanina y valina por isoleucina o leucina. En algunas
realizaciones, los polipéptidos FIX de la SEC ID N° 1 comprenden de 1-30, de
1-20 o de 1-10 sustituciones conservativas de aminoacidos.

. Para un aminoacido particular, la abreviatura de una sola letra, su
correspondiente aminoacido y la abreviatura de tres letras son las siguientes:
A, alanina (Ala); Q cisteina (Cys), D, acido aspartico (Asp); E, acido glutamico
(Glu); F, fenilalanina (Phe); G, glicina (Gly); H, histidina (His), |, isoleucina (le);
K, lisina (Lys); L, leucina {Leu); M, metionina {(Met); N, asparagina (Asn): P,

prolina (Pro); Q, glutamina (GIn); R, arginina (Arg); S, serina (Ser); T, treonina
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(Thr), V, valina (Val); W, triptéfano (Trp); Y, tirosina (Tyr) y norleucina (Nle).

Los polipéptidos FIX modificados también pueden estar glucosilados. La
glucosilacion de polipéptidos esta tipicamente ligada a N o ligada a O. Ligada a
N se refiere a la unidn de un resto carbohidrato en la cadena lateral de un resto
de asparagina. Las secuencias tripeptidicas Asn-X-Ser y Asn-X-Thr, en las que
X es cualquier aminoacido excepto prolina, son las secuencias de
reconocimiento para la unién enzimatica del resto carbohidrato a la cadena
lateral de Asn. Por lo tanto, la presencia de cualquiera de estas secuencias
tripeptidicas en un polipéptido crea un posible sitio de glucosilacion ligado a N.
Un sitio de glucosilacién ligado a N ejemplar puede representarse de la
siguiente manera X1-Asn-X2-X3-X4: en el que X1 es opcionalmente Asp, Val,
Glu, Gly o lle; X2 es cualquier aminoacido excepto Pro; X3 es Ser o Thr y X4 es
opcionalmente Val, Glu, Gly, GIn o lle. La adicién de sitios de glucosilacién
ligados a N en un polipéptido FIX se consigue modificando la secuencia de
aminoacidos de manera que se introducen una o mas de las secuencias
tripeptidicas descritas anteriormente.

La glucosilacién ligada a O se refiere a la unién de uno de los azlcares
N-acetilgalactosamina, galactosa o xilosa a un hidroxiaminoacido, mas
normalmente a serina o treonina, aunque también es posible la union a 5-
hidroxiprolina o a 5-hidroxilisina. La adicién de sitios de glucosilacion ligados a
O a un polipéptido FIX puede conseguirse modificando la secuencia de
aminoacidos de manera que se introducen uno o mas restos de Ser o Thr.

Los sitios de glucosilacion pueden introducirse, por ejemplo, por delecion
de uno 0 mas restos de aminodcidos, por sustitucién de uno o mas restos de

aminodacidos FIX endégenos con otro aminoécido (0 aminoacidos) o por adicion
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de uno o mas restos de aminoacidos. La adicién de un resto de aminoacido
puede ser bien entre dos restos de aminoacidos existentes o bien en el
extremo N- o C- terminal de la molécula FIX nativa.

La terminologia usada para las sustituciones de aminoacidos es la
siguiente. La primera letra representa el resto de aminoacido presente de
manera natural en una posicion de FIX humano. El siguiente numero
representa la posicion en la secuencia de aminoacidos FIX humana madura
(SEC ID N° 1). La segunda letra representa la sustitucién del aminoacido
diferente para (reemplazar/sustituir) el aminocido natural. Como ejemplo,
VBBA significa que el resto de Val en la posicion 86 de ia SEC ID N° 1 se ha
reemplazado por un resto de Ala.

£l sistema numérico de restos FIX usado en el presente documento se
refiere al de la proteina FIX humana madura en la que el resto 1 representa el
primer aminoacido del polipéptido FIX maduro después de la eliminacion de la
secuencia de sefial y del propéptido. La molécula de FIX nativa o de tipo
silvestre es la molécula de FIX humana madura de longitud completa como se
muestra en la SEC 1D N 1.

Puede ser deseable comparar las propiedades de los polipéptidos FiX
modificados, que poseen una o mdés sustituciones de aminoacidos, con un
polipeptido de control. Las-propiedades para la comparacion incluyen, por
ejemplo, solubilidad, actividad, semivida en plasma y propiedades de unién.
Dentro del ambito de un experto en la materia se incluye el seleccionar el
polipéptido de control mas apropiado para la comparacién. En algunas
realizaciones, el polipéptido de control puede ser idéntico al polipéptido

modificado excepto por la una o mas sustituciones de aminoacidos. Los

-
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polipeptidos ejemplares incluyen el polipéptido FIX de tipo silvestre y
polipéptidos FIX que comprenden una o mas sustituciones de activacién, tales
como R338A y/o VB6A.

Un aspecto de la solicitud proporciona polipéptidos FIX modificados que
poseen actividad especifica aumentada en comparacion con un polipéptido de
control. La especificidad especifica aumentada puede ser deseable para
reducir la frecuencia de dosificacion que es necesaria para conseguir la eficacia
terapéutica. Por consiguiente, en algunas realizaciones, los polipéptidos FIX
poseen una actividad especifica aumentada en aproximadamente un 20, 30,
40, 60, 80, 100, 150, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900 6 1000% con
respecto a una proteina de control.

La expresién "semivida’, como se usa en el presente documento en el
contexto de administrar un farmaco polipeptidico a un paciente, se define como
el tiempo necesario para que la concentracion en plasma de un farmaco en un
paciente se reduzca a la mitad. Los procedimientos para el analisis y la
determinacion de |la semivida y estabilidad in vivo seran familiares para los
expertos en la materia. Pueden encontrarse detalles en Kenneth, y col.,
Chemical Stability of Pharmaceuticals: A Handbook for Pharmacists y en
Peters, y col., Pharmacokinetc analysis: A Practical Approach (1996). También
se hace referencia a "Pharmacokinetics,” M Gibaldi & D Perron, publicado por
Marcel Dekker, 27 edicién rev. (1982) que describe parametros
farmacocinéticos tales como semividas t-alfa y t-beta y el area bajo la curva
(AUC).

La actividad de los polipéptidos FIX modificados puede describirse bien

como un valor absoluto, tal como en unidades, o bien como un porcentaje de la
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actividad de un polipéptido de control. La actividad especifica de FIX puede
definirse como la capacidad de funcionar en la cascada de coagulacién, que
induce la formacion de FXa mediante la interaccién con FVllla sobre una
plagueta activada, o dar soporte a la formacién de un coagulo sanguineo. La
actividad puede evaluarse in vitro por técnicas tales como andlisis de
coagulacién, como se describe, por ejemplo, en McCarthy y col,, (Thromb.
Haemost. 87:824-830, 2002) y otras técnicas conocidas por los expertos en la
materia. La actividad también puede evaluarse in vivo usando una de las
diversas lineas animales que se han generade intencionalmente con una
mutacion genética para la hemofilia B tal como un animal producido a partir de
dicha linea que es deficiente para FIX. Dichas lineas estan disponibles a partir
de diversas fuentes tales como, sin limitacion, the Division of Laboratories and
Research, Department of Public Health de Nueva York, Albany, N.Y. y el
Department of Pathology, Universidad del Norte de Carolina, Chape! Hill, N.C.
Estas dos fuentes proporcionan, por ejempio, canidos que padecen hemofilia B
canina. Como alternativa, también existen disponibles ratones deficientes en
FIX (Sabatino, y col., Blood 104:2767-2774, 2005). Para ensayar Ia actividad de
FIX, se inyecta un polipéptido de ensayo en el animal enfermo, se realiza un
pequeno corte y se compara el tiempo de sangrado con el de un control sano.
El FIX humano de tipo silvestre tiene una actividad especifica de
aproximadamente 200 unidades por mg. Se ha definido una unidad de FIX
como la cantidad de FIX presente en un mililitro de plasma humano normal
(agrupado} (correspondiente a wun nivel FIX del 100%). En algunas
realizaciones, los polipéptidos FIX modificados pueden tener una actividad

especifica de al menos aproximadamente 200 unidades, 300 unidades, 400
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unidades, 500 unidades o mas por mg de polipéptido FIX. En algunas
realizaciones, los polipéptidos FIX modificados pueden tener una actividad
especifica de al menos aproximadamente 500 unidades, 600 unidades, 700
unidades, 750 unidades o mé&s por mg de polipéptido FIX. En algunas
realizaciones, la actividad especifica de FIX puede medirse usando el ensayo
TTPA o tiempo de tromboplastina parcial activado (descrito, por ejemplo, por
Proctor y col.,, Am. J. Clin. Pathol. 36:212, 1961).

Cuando se expresa en células, tales como céiulas hepaticas o renales,
la maquinaria celular puede sintetizar el polipeptido FIX, que experimenta una
modificacion post-traduccional y después se secreta por las células en el medio
extracelular. La cantidad de polipéptido FIX secretada desde las células
depende por tanto del proceso de traduccién de las proteinas y de la secrecién
extracelular. En algunas realizaciones, los polipéptidos FIX modificados pueden
secretarse en una cantidad que no se reduce mas de aproximadamente un 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70 6 80% con respecto a la cantidad secretada de una
proteina de control. Por ejemplo, un polipéptido FIX modificado puede
secretarse en una cantidad que no se reduce mas de aproximadamente un
80% con respecto a un polipéptido FIX de control, si el polipéptido modificado
se secreta en una cantidad de al menos aﬁroximadamente el 20% en
comparacion con el control. La cantidad del polipéptido FiX secretada puede
medirse, por ejemplo, determinando los niveles de proteina en el medio
extracelular usando cualquier procedimiento conocido en la materia. Las
metodologias tradicionales para la cuantificacion de proteinas incluyen
electroforesis bidimensional en geles, espectrometria de masas y union a

anticuerpos. Los procedimientos ejemplares para evaluar los niveles de
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proteina en una muestra biolégica incluyen técnicas basadas en anticuerpos,
tales como inmunotransferencia (transferencia de Western), ensayo
inmunohistolégico, ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) o
radioinmunoensayo (RIA).

En algunas realizaciones, los polipéptidos FIX modificados interaccionan
con al menos uno de FVII, FXI o FX a un nivel no reducido mas de
aproximadamente el 40, 50, 60, 60 u 80% con respecio a la interaccion de una
proteina de control con al menos uno de FVIII, FXI o FX. Por ejemplo, un
polipeptido FIX modificado puede interaccionar con al menos uno de FVII, FXI
o FX a un nivel no reducido mas de aproximadamente el 80% con respecto a
un polipeptido FIX de control, si el polipéptido modificado interacciona con al
menos uno de FVIIL, FXI o FX a un nivel de al menos aproximadamente el 20%
con el control. La union de FIX a otros miembros de la cascada de coagulacién
puede determinarse mediante cualquier procedimiento conocido por un experto
en la materia, incluyendo, por ejemplo, los procedimientos descritos en Chang,
y col., (J. Biol. Chem. 273:12089-12094, 1998).

La solicitud proparciona, en parte, polipéptidos FIX que comprenden una
0 mas sustituciones de aminodcidos. En algunas realizaciones, se
proporcionan polipéptidos FIX que comprenden una o mas sustituciones
seleccionadas de D85F, D85G; D85H; D85, D85M; D85N: D85R; D85S:
D85W; D85Y, VBBA; V86H, VBE6E; V86G; V86H: V86I: VBBL; V86M: V8EN:
VB6P, V86Q; V86R, V86S; V86T, T87F; T871; T87K: T87M; T87R; T87V:
T87W; R338A; R338F; R338I; R338L; R338M; R338S; R338T; R338V: R338W:
E410N; E410Q; o cualquier combinacién de las mismas.

En algunas realizaciones, 'se proporcionan polipéptidos FIX que comprenden

22
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una o mas sustituciones seleccionadas de D85W y T87R; D85F y T87|; D85W
y T87W, D85R y T85R; D85l y T87R; D85Y y T87F; D85l y T87M: D85F y
T87R; D85F y T87V; D85R y T87K; D85H y T871; D85I y T871; DB5SY y T87K;
D85S y T87R; D85Y y T87R; D85G y T87K; D85H y T87W; D85H y T87K;
D85F y T87K; D85H y T87V; D85M y T87I; D85H y T87M; R338A y E410N:
R338A y E410Q o cualquier combinacién de las mismas.

En algunas realizaciones, se proporcionan polipéptidos FIX que
comprenden una o mas sustituciones seleccionadas de D85W, V86A y T87R;
D85F, V8BA y T871; D85W, VBBA y TB7W, D85R, V86A y T85R; D85I, V86A y
T87R; D85Y, VBEA, y T87F; D85I, V86A y T87M; D85F, V8BA y T87R; D85F,
VB6A y T87V, D85SR, V86A y T87K; D85H, V86A y T87I; D85I, V8BA y T87I;
D83Y, V86A y T87K; D85S, VB6A y TB7R; D85Y, V86A y T87R; D85G, V86A y
T87K, D85H, V86A y T87W,; DB5H, V86A y TB7K; D8SF, V86A y T87K; D85H,
VB6A y T87V, DBS5M, VBBA y T87I, D85H, V86A y T87M o cualquier
combinacién de las mismas.

En algunas realizaciones, se proporcionan polipéptidos FIX que comprenden
una o mas sustituciones seleccionadas de D85W, V86A, T87R y R338A; D85F,
VBBA, T871 y R338A; D85W, V86A, T87W y R338A; D85R, V86A, T85R y
R338A; D85I, VB6A, T87R y R338A; D85Y, V86A, T87F y R338A; D85I, V86A,
T87M y R338A; DB5F, V86A, T87R y R338A; D85F, V86A, T87V y R338A;
D85SR, VBBA, T87K y R338A; D85H, VB6A, T871 y R338A; D85, V86A, T87I y
R338A; D85Y, V86A, T87K y R338A; D85S, V86A, T87R y R338A; D85Y,
V86A, TB7R y R338A; D85G, VB6A, T87K y R338A; D85H, V8BA, TB7W y
R338A; DB5H, VB6A, T87K y R338A; D85F, V86A, T87K y R338A; D85H,
VBBA, T87V y R338A; D85M, VB6A, T87I y R338A; D85H, V8BA, T87M y

23
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R338A o cualquier combinacion de las mismas.

En algunas realizaciones, se proporcionan polipéptidos FIX que comprenden
una o mas sustituciones seleccionadas de D85W, V86A, T87R, R338A y
E410N; D85F, VBBA, T871, R338A y E410N; DB5W, V8BA, T87W, R338A y
E410N; D85SR, V86A, T85R, R338A y E410N; D85l, V86A, T87R, R338A vy
E410N; D85Y, V86A, T87F, R338A y E410N; D85, V86A, T87M, R338A vy
E410N; D85F, V86A, T87R, R338A y E410N; D85F, V8BA, T87V, R338A y
E410N; D85SR, V86A, T87K, R338A y E410N; D85H, V86A, T87|, R338A y
E410N; D85I, V86A, T87l, R338A y E410N; D85Y, V86A, T87K, R338A vy
E410N; D85S, V86A, T87R, R338A y E410N; D85Y, V86A, T87R, R338A y
E410N; D85G, VB6A, T87K, R338A y E410N; D85H, V86A, TB7W, R338A y
E410N; DB5H, V86A, T87K, R338A y E410N; D85F, V86A, T87K, R338A y
E410N; D85H, V86A, T87V, R338A y E410N; D85M, VB6A, T87I, R338A y
E410N; D85H, VBBA, T87M, R338A y E410N; D85W, VB6A, T87R, R338A vy
E410Q; D85F, V86A, T87I, R338A y E410Q; D85W, V86A, T87W, R338A y
E410Q; D85SR, V86A, T85R, R338A y E410Q; D85I, V86A, T87R, R338A vy
E410Q; D85Y, VBBA, T87F, R338A y E410Q; D85I, V86A, T87M, R338A vy
E410Q; D85F, VB6BA, T87R, R338A y E410Q; DB5F, VBBA, T87V, R338A vy
E410Q; D85SR, V86A, T87K, R338A y E410Q; D85H, V86A, T87I, R338A y
E410Q; D85l, VB6A, T87I, R338A y E410Q; D85Y, VB6A, T87K, R338A y
E410Q; D85S, V86A, T87R, R338A, y E410Q; D85Y, V86A, T87R, R338A y
E410Q; D85G, V86A, T87K, R338A y E410Q; D85H, V86A, T87W, R338A y
E410Q; D85H, VBBA, T87K, R338A y E410Q; D85F, V86A, T87K, R338A y
E410Q; DB5H, V86A, T87V, R338A y E410Q; D85M, VBBA, T87!, R338A y E41
0Q; DBSH, VBBA, T87M, R338A y E410Q y cualquier combinaciéon de las
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mismas.

En algunas realizaciones, se proporcionan polipéptidos FIX que comprenden
una o mas sustituciones seleccionadas de

(a) D85F; D85G,; D85H; D85I; D8SM; D85N; D85R; D85S: D85W; DB5Y: V86A:
V86D ; VB6E, V86G; V86H; Vv86l; V86L; V86M, V8EN: VB6P; V86Q; V86R;
V86S; V86T, T87F, T87I; T87K; T87M; T87R; T87V; T87W; R338A; R338F;
R338I; R338L; R338M; R338S; R338T; R338V; R338W: E410N; E410Q;

(b) D8SW y T87R; D85F y T871, DBSW y T87W, D85R y T85R; D85l y T87R;
D85Y y T87F; D85l y T87M; D85F y TB7R; D85F y T87V; D85R y T87K; D85H
y T871; D851 y 7871, D85Y y T87K; D85S y T87R; D85Y y T87R; D85G y T87K;
D85H y T87W,; D85H y T87K; D85F y T87K; D85H y T87V; D85M y T871: D85H
y T87M;

(c) DB5W, VB6A y T87R; D85F, VB6A y T87I; D85W, V86A y T87W; D85R,
VBBA y T85R; D85I, VBGA y T87R; D85Y, VB6A y T87F; D85I, V86A y T87M;
D85F, V86A y TB7R; D8SF, VB6A y T87V; D85R, V86A y T87K; D85H, VEBA y
T871; D83, VBGA y T871; D85Y, V86A y TB7K: D85S, V86A y T87R; D85Y,
VB6A y TB7R; DB5G, VBBA y TB7K; D85H, V8BA y T87W; D85H, VBBA y T87K;
D85F, VB6A y T87K; DB5H, VBBA y T87V; D85M, V86A y T871; D85H, VB6A y
T87M; R338A y E410N; R338A y E410Q:

(d) D85W, VB6A, T87R y R338A; D85F, V86A, T871 y R338A; D85W, V86A,
T87W y R338A; D85R, VB6A, T85R y R338A; D85, V86A, T87R y R338A;
D85Y, VB6A, T87F y R338A; D85I, V86A, T87M y R338A; D85F, VB6A, T87R y
R338A; D8SF, V86A, T87V y R338A; D85R, V86A, T87K y R338A: D85H,
VB6A, T87! y R338A; D85I, V86A, T87I y R338A; D85Y, V86A, T87K y R338A;
D85S, VB6A, T87R y R338A; D85Y, V86A, T87R y R338A; D85G, V86A, TB7K
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y R338A; DB5H, V86A, T87W y R338A; D85H, V86A, T87K y R338A; D85F,
VBBA, T87K y R338A; D85H, V86A, T87V, y R338A; D85M, V86A, T87I y
R338A, D85H, V86A, T87M y R338A;

(e) D85W, VB6A, T87R, R338A y E410N; D85F, V86A, T87I, R338A y E410N:
D83W, VBBA, T87W, R338BA y E410N; D85R, V86A, T85R, R338A y E410N:;
D85I, VB6A, T87R, R338A y E410N; D85Y, V86A, T87F, R338A y E410N;
D85I, V86A, T87M, R338A y E410N; D85F, V86A, T87R, R338A y E410N:
D85F, VB6A, T87V, R338A y E410N; D85R, V86A, T87K, R338A y E410N:
D85H, V86A, T871, R338A y E410N; D85I, VBBA, T871, R338A y E410N; D85Y,
V86A, T87K, R338A y E410N; D85S, V86A, T87R, R338A y E410N; D85Y,
VBBA, T87R, R338A y E410N; D85G, V86A, T87K, R338A y E410N; D85H,
V86A, T87W, R338A y E410N; D85H, V86A, T87K, R338A y E410N; D85F,
VB6A, T87K, R338A y E410N; D85H, V86A, T87V, R338A y E410N; D85M,
VB6A, T871, R338A y E410N; D85H, V86A, T87M, R338A y E410N; D85W,
V8BA, T87R, R338A y E410Q; D85F, V86A, T87l, R338A y E410Q; D85W,
VBBA, T87W, R338A y E410Q; D85R, VB86A, T85R, R338A y E410Q; D85l
VB6A, T87R, R338A y E410Q; D85Y, VB6A, T87F, R338A y E410Q; D8I,
VBBA, T87M, R338A y E410Q; D85F, V86A, T87R, R338A, y E410Q; D85F,
VB6A, T87V, R338A y E410Q; D85R, V86A, T87K, R338A y E410Q; D85H,
V8BA, T871, R338A y E410Q; D85I, V86A, T871, R338A y E410Q; D85Y, V8BA,
T87K, R338A y E410Q; D85S, V86A, T87R, R338A y E410Q; D85Y, VE86A,
T87R, R338A y E410Q; D85G, V86A, T87K, R338A y E410Q; D85H, V86A,
T87W, R338A y E410Q; D85H, V86A, TB7K, R338A y E410Q; D85F, V8BA,
T87K, R338A y E410Q; D85H, V8BA, T87V, R338A y E410Q; D85M, V8BA,
T87I, R338A y E410Q; D85H, V86A, T87M, R338A y E410Q; y cualquier
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combinacion de las mismas.

Un aspecto adicional de la solicitud proporciona polipéptidos FIX con
actividad especifica aumentada. En algunas realizaciones, los polipéptidos
pueden tener una actividad especifica de al menos aproximadamente 200, 300,
400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100, 1200, 1400, 1600, 1800, 2000, 4000,
6000, 8000 o mas unidades por mg de polipéptido. La actividad espeé[ﬁca
puede determinarse, como se ha descrito anteriormente, tal como, por ejemplo,
usando el ensayo TTPA. Estos polipéptidos son utiles como agentes
terapeuticos, particularmente en pacientes que padecen hemofilia B. Estos
polipéptidos pueden comprender sustituciones o modificaciones adicionales,
tales como los sitios de glucosilacién descritos en el presente documento.

Un aspecto de la solicitud proporciona polipéptidos del factor IX
modificados que comprenden la siguiente secuencia de aminoacidos:

YNSGKLEEFVQGNLERECMEEKCSFEEAREVFENTERTTEFWKQYVDGD
QCESNPCLNGGSCKDDINSYECWCPFGFEGKNCELX35Xs6Xs:CNIKNGR
CEQFCKNSADNKVVCSCTEGYRLAENQKSCEPAVPFPCGRVSVSQTSKL
TRAETVFPDVDYVNSTEAETILDNITQSTQSFNDFTRVVGGEDAKPGQFP
WQVVLNGKVDAFCGGSIVNEKWIVTAAHCVETGVKITVVAGEHNIEETEH
TEQKRNVIRIIPHHNYNAAINKYNHDIALLELDEPLVLNSYVTPICIADKEYTN
IFLKFGSGYVSGWGRVFHKGRSALVLQYLRVPLYDRATCLX 535S TKFTIYN
NMFCAGFHEGGRDSCQGDSGGPHVTEVEGTSFLTGIISWGEECAMKGK
YGIYTKVSRYVNWIKX410KTKLT (SEC ID N°: 2);

en la que Xgs se seleccionade D, F, G, H, I, M,N,R, S, We Y;

en la que Xgq s seleccionade A, D, E, G, H, I, L, M, N, P, Q, R, S, T y

Vi
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en la que Xg7 se seleccionade F, |, K, M, R, T,Vy W,
en la que Xaj3g se seleccionade A, F, I, LLM,R, S, T, Vy W,
en la que X410 Se seleccionade E, Ny Q.

La introduccion de al menos una sustitucion de aminoacidos es el
resultado de una sustitucion en al menos una de las posiciones X. En algunas
realizaciones, el polipéptido modificado comprende adicionalmente entre
aproximadamente 1-30, 1-20 6 1-10 cambios de-amino&cidos conservativos y
conserva actividad FIX. En algunas realizaciones, el polipéptido modificado
tiene al menos aproximadamente una identidad de un 80, 85, 90, 95 ¢ 99% con
la SEC ID N 1 y conserva actividad FIX.

Produccién de Polipéptidos FIX Modificados

La modificacién de la secuencia de aminoacidos puede conseguirse
mediante una diversidad de técnicas, tales como, por ejemplo, modificando la
correspondiente secuencia de &cido nucleico por mutagénesis especifica de
sitio. Las técnicas para la mutagénesis especifica de sitio se conocen bien en la
materia y se describen, por ejemplo, en Zoller y col.,, (DNA 3:479-488, 1984) o
Horton y col., (Gene 77:61-68, 1989, paginas 61-68). Por tanto, usando las
secuencias de nucledtidos y de aminoacidos de FIX, puede introducirse la
modificacion (o modificaciones) de eleccion. Del mismo modo, los expertos en
la materia también conocen procedimientos para fabricar una construccion de
ADN usando la réaccion en cadena de la polimerasa, que usa cebadores
especificos, (véase, por ejemplo, PCR Protocols, 1990, Academic Press, San
Diego, California, USA).

La construccion de &cido nucleico que codifica al polipéptido FIX también

puede fabricarse sintéticamente mediante procedimientos convencionales
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establecidos, por ejemplo, el procedimiento de fosforamidita descrito por
Beaucage y col., (Gene Amplif. Anal. 3:1-26, 1983). De acuerdo con el
procedimiento de fosforamidita, los oligonucledtidos se sintetizan, por ejemplo,
en un sintetizador de ADN automatico, se purifican, se hibridan, se ligan y se
clonan en vectores adecuados. Las secuencias de ADN que codifican los
polipéptidos FIX también pueden fabricarse por reaccién en cadena de la
polimerasa usando cebadores especificos, como se describe, por ejemplo, en
la Patente de Estados Unidos N° 4.683.202; o por Saiki y col., (Science
238:487-491, 1988). Adicionalmente, la construccién de acido nucleico puede
ser de origen sintético y genémico mixto, sintético y de ADNc mixto o genémico
y de ADNc mixto preparada por ligamiento de fragmentos de origen sintético,
gendmico o ADNc (segun sea apropiado), que corresponden a diversas partes
de toda la construccién de &cido nucleico, de acuerdo con técnicas
convencionales.

Las secuencias de ADN que codifican los polipéptidos FIX pueden
insertarse en un vector recombinante usando procedimientos de ADN
recombinante. La eleccién del vector dependera, frecuentemente, de la célula
huésped en la que va a introducirse el vector. El vector puede ser un vector que
se replica de manera auténoma o un vector de integracién. Un vector que se
replica de manera auténoma existe como una entidad extracromosémica y su
replicacion depende de la replicacién cromosémica, por ejemplo, un plasmido.
Un vector de integracién es un vector que se integra en el genoma de la célula
huésped y que se replica junto con el cromosoma (o cromosomas) en el cual se

ha integrado.

El vector puede ser un vector de expresion en el que la secuencia de

Qrf.;.
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ADN que codifica al FIX modificado esta unida operativamente a segmentos
adicionales necesarios para la transcripcion, traduccién o procesamiento del
ADN, tales como promotores, terminadores y sitios de poliadenilacion. En
general, el vector de expresion puede derivar de ADN plasmidico o viral, o
puede contener elementos de ambos. La expresidn “unido operativamente”
Indica que los segmentos se disponen para actuar conjuntamente para sus
fines pretendidos, por ejemplo, iniciar la transcripcion en un promotor y
procesarse a traves de la secuencia de ADN que codifica el polipéptido.

Los veclores de expresion para su uso en la expresion de polipéptidos
FIX pueden comprender un promotor capaz de dirigir la transcripcién de un gen
clonado o de ADNc. El promotor puede ser cualquier secuencia de ADN que

muestre actividad transcripcional en la célula huésped de eleccion y puede

derivar de genes que codifican proteinas homologas o heterdlogas para la -

celula huésped.

Son ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcion del
ADN que codifica los polipéptidos FIX en células de mamiferos, por gjemplo, el
promotor del SV40 (Subramani, y col., Mol. Cell Biol. 1:854-864, 1981), el
promotor de la MT-I (gen de la metalotioneina) (Palmiter, y col., Science
222:809-814, 1983), el promotor del CMV (Boshart, y col., Cell 41:521-530,
1985) o el promotor tardio principal de adenovirus de tipo 2 (Kaufman y col.,,
Moi. Cell Biol, 2:1304-13 19, 1982).

Las secuencias de ADN que codifican el polipéptido FIX también
pueden, si fuera necesario, estar conectadas operativamente a un terminador
adecuado, tal como al terminador de la hormona del crecimiento humano

Palmiter, y col., Science 222:809-814, 1983) o a los terminadores TP|1 (Alber y
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col., J. Mol. Appl. Gen. 1:419-434, 1982) o ADH3 (McKnight, y col., EMBO J.
4:2093-2099, 1985). Los vectores de expresién también pueden contener una
sefnal de poliadenilacidn localizada aguas abajo del sitio de insercién. Las
sefiales de poliadenilacion incluyen la sefial de poliadenilacién temprana o

tardia del SV40, la senal de poliadenilacién de ia regidn Eib de adenovirus 5, el

" terminador del gen de la hormona del crecimiento humano {DeNoto, y col,,

Nucl. Acids Res. 9:3719-3730, 1981) o la sefial de poliadenilacién del gen FIX
humano. Los vectores de expresion también pueden incluir secuencias
potenciadoras tales como el potenciador del SV40.

Para dirigir los polipéptidos FIX de la presente invencion en la ruta
secretora de las éélulas huéspedes, puede usarse la secuencia de seiial
secretora de FIX nativa. Como alternativa, en el vector recombinante, puede
proporcionarse una secuencia de sefal secretora (conocida también como
secuencia lider, secuencia prepro o secuencia pre). La secuencia de sefal
secretora puede unirse a las secuencias de ADN que codifican a los analogos
de FIX en la fase de lectura correcta. Las secuencias de sefial secretoras se
posicionan normalmente en sentido 5' con respecto a la secuencia de ADN que
codifica el péptido. Las sqcuencias de sefial ejemplares incluyen, por ejemplo,
la secuencia de sefial del MPIF-1 y la secuencia de sefal de la estaniocalcina.

Los procedimientos usados para ligar las secuencias de ADN que
codifican los polipéptidos FIX, el promotor y opcionaimente la secuencia de
sefial terminadora y/o secretora y para insertarlas en vectores adecuados que
contengan la informacién necesaria para la replicacion, son bien conocidas por
los expertos en la materia (véase, por ejemplo Sambrook y col., Molecular

Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989).
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Procedimientos de transfeccion de células de mamiferos y de expresion
de secuencias de ADN introducidas en las células se describen, por ejemplo,
en Kaufman, y col., (J. Mol. Biol. 159:601-621, 1982); Southern, y col., (J. Mol.
Appl. Genet. 1:327-341, 1982); Loyter, y col., (Proc. Natl. Acad. Sci. USA
79:422-426, 1982), Wigler, y col., (Cell 14:725-731, 1978); Corsaro, y col.,
(Somatic Cell Genetics 7:603-616, 1981), Graham, y col., (Virology 52f456-467,
1973); y Neumann, y col., (EMBO J. 1:841-845, 1982). Las secuencias de ADN
clonadas pueden introducirse en células de mamifero cultivadas, por ejeinplo,
por lipofeccion, transfeccion mediada por DEAE-dextrano, microinyeccion,
fusion "de protoplastos, precipitacion con fosfato de calcio, administracion
retroviral, electroporacién, sonoporacién, radiacién laser, magnetofeccion,
transformacion natural y transformacion biolistica (véase, por ejemplo, Mehier-
Humbert, y col., Adv. Drug Dcliv. Rev. 57:733-753, 2005). Generalmente, para
identificar y seleccionar células que expresen el ADN exdgeno, en las células
se introduce un gen que confiere un fenotipo de seleccion (un marcador de
seleccidn) junto con el gen © el ADNc de interés. Los marcadores de seleccion
incluyen, por ejemplo, genes que confieren resistencia a farmacos, tales como
neomicina, puromicina, higromicina y metotrexato. El marcador de seleccion
puede ser un marcador de seleccion amplificable, que permite fa amplificacion
del marcador y del ADN exégeno cuando las secuencias estan ligadas. Los
marcadores de seleccién amplificables ejemplares incluyen dihidrofolato
reductasa (DHFR) y adenosina desaminasa. Se encuentra dentro del ambito de
un experto en la materia seleccionar marcadores de seleccién adecuados
(véase, por ejemplo, ia Patente de Estados Unidos N° 5.238.820).

Después de haber transfectado las células con ADNc, se cultivan en un
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medio de cultivo apropiado para expresar el gen de interés. Como se usa en el
presente documento, la expresién ‘medio de cultivo apropiado”, significa un
medio que contiene nutrientes y otros componentes necesarios para el
crecimiento de las células y la expresion de los polipéptidos FIX activos.

Los medios generalmente incluyen, por ejemplo, una fuente de carbono,
una fuente de nitrégeno, aminoacidos esenciales, azlcares esenciales,
vitaminas, sales, fosfolipidos, protelnas y factores de crecimiento y en el caso
de proteinas dependientes de vitamina K, tal como FIX, también puede
proporcionarse vitamina K. Después se aplica la seleccion del farmaco para
seleccionar el cultivo de células que van a expresar el marcador de seleccién

de una manera estable. Para las células que se han transfectado con un

marcador de seleccién amplificable la concentracion del farmaco puede

aumentarse para seleccionar un numero de copias aumentadas de las
secuencias clonadas, aumentando asi los niveles de expresion. Los clones de
células transfectadas de manera estable se exploran después para determinar
la expresion del polipéptido FIX.

Son ejemplos de lineas celulares de mamiferos, para su uso en la
presente invencion, las lineas celulares COS-1 (ATCC CRL 1650), de rifén de
cria de hamster (BHK), HKB11 (Cho, y col., J. Biomed. Sci, 9:631-638, 2002) y
HEK-293 (ATCC CRL 1573; Graham, y col., J. Gen. Virol. 36:59-72, 1977).

Ademas, en la presente invencién, pueden usarse diversas otras lineas
celulares, que incluyen células Hep | de rata {(hepatoma de rata; ATCC CRL
1600}, Hep Il de rata (hepatoma de rata; ATCC CRL 1548), TCMK-1 (ATCC
CCL 139), Hep-G2 (ATCC HB 8065), NCTC 1469 (ATCC CCL 9.1), CHO-K1
(ATCC CCL 81) y células CHO-DUKX (Urlaub y Chasm, Proc. Natl. Acad. Sci.
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USA 77:4216-4220, 1980).

Los polipéptidos FIX pueden recuperarse del medio de cultivo celular y
despueés purificarse mediante diversos procedimientos conocidos en la materia
que incluyen, pero sin limitacién, cromatografia (por ejemplo, de intercambio
ibnico, de afinidad, hidréfoba, cromatoenfoque y de exclusion de tamario),
procedimientos e'Iectroforéticos (por ejemplo enfoque isoeléctrico preparativo
(EIP), solubilidad diferencial (por ejemplo, precipitacién con sulfato de amonio)),
extraccion (vease, por ejemplo, Protein Purification, Janson y Lars Ryden,
editors, VCH Publishers, Nueva York, 1989) o diversas combinaciones de los
mismos. En una realizacion ejemplar, los polipéptidos pueden purificarse por
cromatografia de afinidad en una columna con anticuerpos anti-FIX. La
purificacion adicional puede conseguirse por medios de purificacion quimicds
convencionales, tales como cromatografia liquida de alto rendimiento. En la
técnica se conocen otros procedimientos de purificacién y pueden aplicarse a la
purificacién de los polipéptidos FIX modificados (véase, por ejemplo, Scopes,
R., Protein Purification, Springer-Verlag, N.Y., 1982).

Generalmente, "purificada” se referira a una proteina o composicién
peptidica que se ha sometido a fraccionamiento para eliminar otros
componentes diversos y que conserva sustancialmente su actividad biologica
expresada. Cuando se usa la expresion "purificado sustancialmente”, esta
denominacién se referira a una composicion en la que la proteina o el péptido
forma el componente principal de ia composic_ién, tal como que constituye
aproximadamente el 50%, aproximadamente el 60%, aproximadamente el 70%,
aproximadamente el 80%, aproximadamente 90%, aproximadamente 95%,

aproximadamente 99% o méas de las proteinas en la composicion.
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- Los expertos en la materia conocen diversos procedimientos para
cuantificar el grado de purificacion del polipéptido. Estos incluyen, por ejemplo,
determinar la actividad especifica de una fraccion activa o evaluar la cantidad
de polipéptidos dentro de una fraccién por andlisis SDS/PAGE. Un
procedimiento ejemplar para evaluar la pureza de una fraccién es calcular la
actividad especifica de la fraccion, comparar la actividad con la actividad
especifica del extracto inicial y calcular de esta manera el grado de pureza, en
el presente documento, evaluado mediante un “ndmero de veces de
purificacidon”. Las unidades reales usadas para representar la cantidad de
actividad dependeran, por supuesto, de la técnica de ensayo particular.

En algunas realizaciones, los polipéptidos FIX se expresan de manera
recombinante en células de cultivo tisulares y la glucosilacion es el resultado

del funcionamiento celular post-traducciona! normal de la célula huésped, tal

como una celula de mamifero. En otros casos, para expresar una combinacion -

de enzimas y polipéptidos deseados, las célutas se han modificado por
ingenieria genética, de manera que la adicion de un resto de azlcar deseado a
un polipéptido expresado se produce dentro de la célula. Como alternativa, la
glucosilacién puede conseguirse mediante modificacién quimica o enzimatica
(véase, por ejemplo, Lee, y col., J. Biol. Chem. 264:13848-13855, 1989). En la
técnica se han propuesto diversos procedimientos para personalizar el modelo
de glucosilacion de un polipéptido (véanse, por ejemplo, los documentos WO
89/22764;, WO 98/58964; WO 99/54342; la Publicacion de Estados Unidos N°
2008/0050772; y la Patente de Estados Unidos N° 5.047.335).

Conjugacién de Polimeros

Los polipéptidos FIX modificados pueden comprende adicionalmente
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uno o mas sitios de conjugacion de polimeros que pueden usarse para unir un
resto polimerico. En algunas realizaciones, los polipéptidos FIX pueden
conjugarse con un polimero biocompatible. Los polimeros biocompatibles
pueden seleccionarse para proporcionar la mejora deseada en cuanto a
propiedades farmacocinéticas. Por ejemplo, para mejorar la semivida en
circulacion del polipéptido que posee actividad FIX o para disminuir la
antigenecidad del polipéptido, sin ninguna disminucion inaceptable en cuanto a
la actividad, puede seleccionarse la identidad, el tamario y la estructura del
polimero.

El polipéptido FIX modificado puede incluir uno o mas restos de azucar
que, durante la expresion en células de mamifero, estan unidos de manera
natural al péptido. En _algunas realizaciones, estos restos de azticar pueden
servir como sitios de conjugacién para unir un resto polimérico. En algunas
realizaciones, el resto polimérico puede unirse al resto de azlcar usando
diversos engarces o procesos quimicos de ligamiento. Por ejemplo, el resto
polimeérico puede conjugarse con el resto de azicar mediante un ligamiento de
hidrazona o un ligamiento amino-oxi.

Los ejemplos de polimeros (tiles en la invencién incluyen, pero sin
limitacion,  poli(alquilenglicoles), tales como, polietilenglicol (PEG),
poli{propilenglicol) (*PPG”), copolimeros de etilenglicol y propilenglicol y
similares, poli(poliol oxietilado), poli(alcohol olefinico), poli(vinilpirrolidona),
poli(hidroxialquilmetacrilamida), poli(hidroxialquilmetacrilato), poli(sacaridos),
poli(alfa-hidroxiacido), poli{alcohol vinilica), polifosfaceno, polioxazolina, poli(N-
acriloilmorfolina), &cido polisialico, almidén hidroxietilico (HES), 6xido de

polietileno, oxidos de alquil-polietileno, 6xidos de bis-polietileno, copolimeros o
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copolimeros en blogque de oOxidos de polialquileno, poli(etilenglicol-co-
propilenglicol), poli(N-2-(hidroxipropil)metilacrilamida) y dextrano.

El polimero no esta limitado a ninguna estructura particular y puede ser
lineal {por ejemplo, alcoxi PEG o PEG bifuncional) o no lineal tal como
ramificado, bifurcado, multiarmado (por ejemplo, los PEG unidos a un nicleo
de poliol) y dendriticos. Ademas, la estructura interna del polimero puede
organizarse en cualquier nimero de modelos diferentes y puede seleccionarse
del grupo que consiste en homopolimero, copolimero alternante, copolimero
aleatorio, copolimero en bloque, tripolimero alterante, tripolimero aleatorio y
tripolimero en blogue.

Los polimeros de PEG y otros solubles en agua (es decir, reactivos
poliméricos) pueden activarse con un grupo activador adecuado apropiado para
el acoplamiento a un sitio deseado en el polipéptide FIX. Por lo tanto, un
reactivo polimérico poseerd un grupo reactivo para la reaccién con el
polipéptido FIX. Los reactivos poliméricos representativos y procedimientos
para conjugar estos polimeros con un resto activo se conocen en la técnica y
se describen adicionalmente en Zalipsky y col., ("Use of Functionalized
Poly(Ethylene Glycols) for Modification of Polypeptides” in Polyethylene Glycol
Chemistry: Biotechnical and Biomedical Applications, J. M. Harris, Plenus
Press, Nueva York (1992)), y en Zalipsky (Adv. Drug Rev. 16:157-182, 1995)

El peso molecular promedio en peso del polimero puede ser desde
aproximadamente 100 Daltons a aproximadamente 150.000 Daltons. Sin
embargo, los intervalos ejemplares, incluyen pesos moleculares promedio en
peso en el intervalo de mas de aproximadamente 5,000 Daltons a

aproximadamente 100.000 Daltons, en el intervalo de desde aproximadamente
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6.000 Daltons a aproximadamente 90.000 Daltons, en el intervalo de desde
aproximadamente 10.000 Daltons a aproximadamente 85.000 Daltons, en el
intervalo de mas de aproximadamente 10.000 Daltons a aproximadamente
85.000 Daltons, en e! intervalo de desde aproximadamente 20.000 Daltons a
aproximadamente 85.000 Daltons, en el intervalo de desde aproximadamente
93.000 Daltons a aproximadamente 85.000 Daltons, en el intervalo de desde
aproximadamente 25.000 Daltons a aproximadamente 120.000 Daltons, en el
intervalo de desde aproximadamente 29.000 Daltons a aproximadamente
120.000 Daltons, en el intervalo de desde aproximadamente 35.000 Daltons a
aproximadamente 120.000 Daltons, y en el intervalo de desde
aproximadamente 40.000 Daltons a aproximadamente 120.000 Daltons.

Los pesos moleculares promedio en peso ejemplares para los polimeros
biocompatibles incluyen aproximadamente 100 Daltons, aproximadamente 200
Daltons, aproximadamente 300 Daltons, aproximadamente 400 Daltons,
aproximadamente 500 Daltons, aproximadamente 600 Daltons,
aproximadamente 700  Daltons,  aproximadamente 750  Daltons,
aproximadamente 800  Daltons, aproximadamente 900  Daltons,
aproximadamente 1.000 Daltons, aproximadamente 1.500 Daltons,
aproximadamente 2.000 Daltons, aproximadamente 2.200 Daltons,
aproximadafnente 2.500 Daltons, aproximadamente 3.000 Daitons,
aproximadamente  4.000 Daltons, aproximadamente 4.400 Daitons,
aproximadamente 4500 Daltons, aproximadamente 5000 Daitons,
aproximadamente 5.500 Daltons, aproximadamente 6.000 Daitons,
aproximadamente 7.000 Daltons, aproximadamente 7.500 - Daltons,

aproximadamente 8.000 Daltons, aproximadamente 9.000 Daltons,
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aproximadamente 10.000 Daltons, aproximadamente 11.000 Daltons,
aproximadamente 12.000 Daltons, aproximadamente 13.000 Dal_tons,
aproximadamente 14.000 Daltons, aproximadamente 15.000 Daltbns,
aproximadamente 20.000 Daltons, aproximadamente 22.500 Daltons,
aproximadamente 25.000 Daltons, aproximadamente 30.000 Daltons,
aproximadamente 35.000 Daltons, aproximadamente 40.000 Daltons,
aproximadamente 45.000 Daltons‘, aproximadamente 50.000 Daltons,
aproximadamente 55.000 Daltons, aproximadamente 60.000 Daltons,
aproximadamente 65.000 Daltons, aproximadamente 70.000 Daltons vy
aproximadamente 75.000 Daltons. - También pueden usarse versiones
ramificadas del pollmero biocompatible (por ejemplo un polimero ramificado de
40.000 Daltons que comprenda dos polimeros de 20.000 Daltons) que posean
un peso molecular total de cualquiera de los anteriores.

En algunas realizaciones, el polimerc es PEG. El PEG es un polimero
soluble en agua bien conocido que se encuentra disponible en el mercado o
que puede fabricarse por polimerizacion de apertura en anillo de etilenglicol dé
acuerdo con procedimientos bien conocidos en la materia (Sandler y Karo,
Polymer Synthesis, Academic Press, Nueva York, Vol. 3, paginas 138-161). El
término “PEG” se usa ampliamente para incluir cualquier molécula de
polietilenglicol, independientemente del tamaio o modificacion en un extremo
del PEG y puede representafse por la formula: X-O(CH,CH20),.4CH,CH,0OH,
en la que n es de 20 a 2300 y X es H o una modificacion terminal, por ejemplo,
un alquilo C44. EI PEG puede contener grupos quimicos adicionales que son
necesarios para las reacciones de unién, que dan como resultado la sintesis

quimica de la molecula o que acttan como un espaciador para distanciar
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partes dptimas de la molécula. Ademas, dicho PEG puede consistir en una o
mas cadenas laterales de PEG que estan ligadas entre si. Los PEG con mas
de una cadena de PEG se denominan PEG multiarmados o ramificados. Los
PEG ramificados pueden fabricarse, por ejemplo, por la adicion de Oxido de
polietileno a diversos polioles incluyendo glicerol, pentaeritriol y sorbitol. Por
ejemplo, un PEG ramificado de cuatro brazos puede fabricarse a partir de
pentaeritriol y 6xido de etileno. Se describen ejemplos de PEG ramificados, pbr
ejemplo, en la Solicitud Europea Publicada N° 473084A y en la Patente de
Estados Unidos N° 5.932.462. Una forma de PEG incluye dos cadenas
laterales de PEG (PEG2) ligadas mediante los grupos amine primarios de uné
lisina (Monfardini, y col., Bioconjugate Chem. 6:62-69, 1995).

En una realizacion, el polimero puede ser un polimero con proteccion

terminal, es decir, un polimero que posee al menos un extremo protegido con

- un grupo relativamente inerte, tal como un grupo alcoxi Cq inferior, aunque

también puede usarse un grupo hidroxilo. Cuando el polimero es PEG, puede
usarse, por ejemplo, un metoxi- PEG (denominado comtinmente mPEG) que es
una forma lineal de PEG en la que un extremo del polimero posee un grupo
metoxi (-OCH3), mientras que los otros extremos son un hidroxilo u otro grupo
funcional que opcionalmente puede modificarse quimicamente.

Las moléculas de PEG multiarmadas o ramificadas, tales como las
descritas en las Patente de Estados Unidos N° 5.932.462, también pueden
usarse como el polimero de PEG. Ademas, el PEG puede comprender un PEG
bifurcado (véase, por ejemplo la Publicacion PCT N° WO 1999/45964, que
describe diversas estructuras PEG bifurcadas que pueden usarse en una o

mas realizaciones de la presente invencion). La cadena de atomos que unen
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los grupos funcionales Z al 4tomo de carbono ramificante sirve como un grupo
de contacto y pueden comprender, por ejemplo, cadenas alquilo, cadenas éter,
cadenas éster, cadenas amida y combinaciones de las mismas.

El polimero PEG también puede comprender una molécula de PEG
colgante que posee grupos reactivos, tales como carboxilo, unidos
covalentemente a lo largo de la longitud de! PEG en lugar de al extremo de la
cadena de PEG. Los grupos reactivos colgantes pueden estar unidos al PEG
directamente o mediante un resto espaciador, tal como un grupo alquileno.

Para efectuar la union covalente de la- molécula (o moléculas) polimérica
al polipéptido, los grupos hidroxilo terminales de la molécula polimérica deben
proporcionarse en forma activada, es decir, con grupos funcionales reactivos
(cuyos ejemplos incluyen grupos amino primarios, hidrazida (HZ), tiol, succinato
(SUC), succinimidil succinato (SS), succinimidil succinamida (SSA), succinimidil
propionato (SPA), succinimidil butanoato (SBA), succinimidil carboximetilato
(SCM), benzotriazol carbonato (BTC), N-hidroxisuccinimida {(NHS), aldehido,
nitrofenilcarbonato (NPC) y tresilato (TRES)). Las molécuias poliméricas
adecuadamente activadas se encuentran disponibles en el mercado, por
ejemplo, NOF, Japén; Nektar Therapeutics, Inc., Huntsville, Ala.: PolyMASC
Pharmaceuticals plc, UK; o SunBio Corporation, Anyang City, Corea del Sur.
Como alternativa, las moléculas poliméricas pueden activarse mediante
procedimientos convencionales conocidos en la materia (véase, por ejemplo el
documento WO 90/13540). Los ejemplos especificos de moléculas poliméricas
activadas lineales o ramificadas adecuadas para su uso en la presente
invencion se encuentran disponibles en el mercado, por ejemplo, NOF, Japén;

Nektar Therapeutics, Inc., Huntsville, Ala. Ejemplos especificos de polimeros
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PEG activados incluyen los siguientes PEG lineales: NHS-PEG, SPA-PEG,
SSPA-PEG, SBA-PEG, SS-PEG, SSA-PEG, SC-PEG, SG-PEG, SCM-PEG,
NOR-PEG, BTC-PEG, EPDX-PEG, NCO-PEG, NPC-PEG, CDI-PEG, ALD-
PEG, TRES-PEG, VS-PEG, OPSS-PEG, IODO-PEG y MAL-PEG y PEG
ramificados, tales como PEG2-NHS, PEG2-MAL y los descritos, por ejemplo,
en las Patentes de Estados Unidos N° 5.932.462 y 5.643.575, ambas de las
cuales se incorporan en el presente documento por referencia.

En una realizacion, el polimero posee un resto sulfidrilo reactivo que
puede reaccionar con una cisteina libre en un polipéptido FIX para formar un
ligamiento covalente. Dichos restos sulfidrilo reactivos incluyen restos tiol,
triflato, tresilato, aziridina, oxirano, S-piridilo o maleimida. Adicionalmente, las
siguientes  publicaciones, incorporadas en el presente documento por
referencia, desvelan moléculas poliméricas y/o quimicas de PEGilacion utiles:
Patentes de Estados Unidos Nos 6.113.906; 7.199.223; 5.824.778; 5.476.653;
4.902.502; 5.281.698; 5.122.614; 5.219.564; 5.736.625; 5.473.034; 5.516.673;
9.629.384; 5.382.657; y documentos WO 97/32607: WO 92/16555; WO
94/04193; WO 94/14758; WO 94/17039; WO 94/18247; WO 94/28024; WO
95/00162, WO 95/1 1924; WO 95/13090;, WO 95/33490; WO 96/00080; WO
97718832, WO 98/41562; WO 98/48837, WO 99/32134; WO 99/32139; WO
99/32140, WO 96/40791; WO 98/32466;, WO 95/06058; WO 97/03106: WO
96/21469; WO 95/13312; WO 98/05363; WO 96/41813; WO 96/07670;
EP809996;, EP921131; EP605963;, EP510356; EP400472; EP183503;
EP154316; EP229108; EP402378 y EP439508. -

Para la PEGilacion de restos de cisteina, antes de la PEGilacion, el

polipeptido puede tratarse con un agente reductor, tal como ditiotreitol (DDT).
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Posteriormente, el agente reductor puede eliminarse mediante cualquier
procedimiento convencional, tal como desalinizacién, La conjugacion de PEG
con un resto de cisteina tipicamente tiene lugar en un tampén adecuado a pH
6-9 a temperaturas que varian de 4 °C a 25 °C durante periodos de hasta 16
horas aproximadamente. Los ejemplos de polimeros de PEG activados para el
acoplamiento a restos de cistefna incluyen, por ejemplo, los siguientes PEG

lineales y ramificados: vinilsulfona-PEG (VS-PEG), tal como vinilsulfona-mPEG

(VS-mPEG); ortopiridil-disulfuro-PEG (OPSS-PEG), tal como ortopiridil-

disulfurc-mPEG (OPSS-mPEG);, y maleimida-PEG (MAL-PEG), tal como
maleimida-mPEG (MAL-mPEG) y maleimida-mPEG2 ramificada (MAL-
mPEG2).

En una realizacion, los poiipéhtidos FIX que poseen uno o mas sitios de
conjugacion poliméricos introducidos pueden expresarse en cultivos de céjulas
en un medio de cultivo de células que contenga cisteinas qgue “protejan” los
restos de cisteina del polipéptido mediante la formacion de enlaces disulfuro.
Para afadir un conjugado polimérico a los polipéptidos FIX, la proteccion con
cisteina puede eliminarse por reduccién leve que libere [a proteccion y después
se anade un reactivo polimérice especifico de cisteina.

La solicitud también proporciona un procedimiento para la preparacion
de un polipéptido FIX conjugado con polimeros que comprende introducir un
sitio de conjugacién polimérico, es decir, un resto de cisteina, en una secuencia
de nucledtidos que codifica un polipéptido FIX; expresar la secuencia de
nucledtidos mutada para producir un polipéptido que comprenda un sitio de
conjugacion polimérico introducido; purificar el polipéptido: hacer reaccionar el

polipéptido con un polimero biocompatible que se ha activado para reaccionar
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con polipéptidos en los restos de cisteina reducidos de manera que se forme
un conjugado; y purificar el conjugado. En ofra realizaciéon, la solicitud
proporciona un procedimiento para la PEGilacion dirigida de una muteina del
polipéptido FIX que comprende: (a) expresar un polipéptido FIX que comprende
un sitio de conjugacion polimérico introducido, es decir, un resto de cisteina
introducido sobre la superficie expuesta del polipéptido FIX, en el que la
cisteina se 'protege; (b) poner en contacto el polipéptido FIX con un reductor en
condiciones que reduzca ligeramente la cisteina introducida y libere la
proteccion; (c) retirar la proteccién y el reductor del polipéptido FIX y (d) al
menos aproximadamente 5, 15 o 30 minutos después de retirar el reductor,
tratar el polipéptido FIX con PEG que comprenda un resto de acoplamiénto
sulfidrilo en condiciones tales que se produzca el polipéptido FIX PEGilado. El
resto de acoplamiento sulfidrilo del PEG se selecciona del grupo que consiste
en restos tiol, triflato, tresilato, aziridina, oxirano, S-piridilo y maleimida.

A continuacion se describe un procedimiento ejemplar para producir un
polipeptido FIX PEGilado. Aproximadamente 1 M de un polipéptido FIX
purificado, que comprende un resto de cisteina no nativo introducido, se reduce
ligeramente con reductores, tales como Tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP) 0,7
mM o ditiotreitol (DTT) 0,07 mM durante 30 minutos a 4 °C para liberar la
“proteccion”. El reductor se retira junto con la “proteccion” mediante un
procedimiento de cromatografia por exclusién de tamafio (SEC), tal como
procesando la muestra a través de una columna spin, que permite que los
disulfuros vuelvan a formarse dejando al mismo tiempo la cistelna libre
introducida y reducida. Al menos 30 minutos después de la retirada del

reductor, el polipéptido FIX se trata con un exceso molar de al menos 10 veces
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de PEG-maleimida con tamarios que varian desde 5 a 85 kD durante al menos
1 hora a 4 °C.

La conjugacion polimérica de FIX puede evaluarse mediante cualquiera
de los procedimientos conacidos por un experto en la materia. Por ejemplo, FIX
conjugado con polimeros puede analizarse por electroforesis sobre un ge!
reductor de poliacrilamida SDS Tris-Glicina al 6%. Después de la electroforesis,
el gel puede tefirse con Azul de Coomassie para identificar todas las proteinas
0 someterse a un protocolo de transferencia de Western convencional, para
identificar cambios en la banda de peso molecular en comparacién con
polipéptides FIX no conjugados. La tinciéon con yoduro de bario, que es
especifica para PEG, puede usarse para confirmar que banda, con un cambio
en el peso molecular comprenden una proteina PEGilada. Los polipéptidos FiX,
antes y después de la conjugaciéon polimérica, también pueden analizarse
mediante espectrometria de masas por desorcion/ionizacion laser asistida por
matriz (MALDI} para determinar el grado y la eficacia de la conjugacion
polimérica.

En algunas realizaciones, la conjugacion polimérica puede producirse en
uno o mas de los restos de azucar unidos por glucosilacién. En la técnica se
conocen procedimientos de dicha conjugacion polimérica y se han descrito, por
gjemplo, en los documentos W094/05332, U52009/0081188 y US 5.621.039,
los cuales se incorporan por referencia. Cuando el polimero es PEG; también
se denomina comunmente glucoPEGilacion.

En algunas realizaciones, la conjugacion polimeérica por unidn quimica
como se proporciona en el documento US 5621.039 puede mejorarse

mediante ia adicién de un catalizador. En algunas realizaciones, el catalizador
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es un catalizador quimico. Por ejemplo, el catalizador quimico puede ser
anilina, que puede usarse para aumentar la eficacia de una reaccion entre un
aldehido libre en azicares y un grupo amino, En otras realizaciones, otros
catalizadores guimicos adecuados pueden ser derivados de anilina, tales como
0-Cl-, p-Cl-, 0-CH30-, p-CH30- y p-CHgz-anilina.

En algunas realizaciones, la conjugacién polimérica puede producirse en
sitios de glucosilacion de origen natural en FIX. Ei Factor IX de tipo silvestre
tiene dos sitios de glucosilacion ligados a N que contienen aproximadamente el
80% del contenido total del acido sidlico del Fagctor IX. Estos dos sitios ligados
a N (N157 y N167) se localizan dentro del péptido de activacién que se escinde
en dos sitios (R145-Ala146) y (R180-V181) para generar la molécula FIXa
cataliticamente activa durante la propagacién de la cascada de coagulacion.

Ademas de la conjugacion polimérica en los sitios de glucosilacién de
origen natural en FIX, puede ser deseable conjugar polimeros en sitios
alternativos localizados en diferentes dominios de la proteina FIX. Esto puede
conseguirse eliminando primero los sitios de glucosilacion de origen natural
ligados a N en las posiciones N157 y N167 cambiando, por ejemplo, N1567 por
A157 y N167 por A167 y en segundo lugar introduciendo en cualquier parte én
la molécula un sitio de glucosilacion ligado a N, nuevo y funcional, por ejemplo,
en el dominio catalitico 0 en uno de los dos dominios del EGF. Dichos sitios de
glucosilacion ligados a N, nuevos y funcionales, se han descrito previamente en
el documento PCT US2009/040813.

Composiciones Farmacéuticas
Baséndose en ensayos bien conocidos, usados para determinar la

eficacia para el tratamiento de las afecciones identificadas anteriormente en



10

15

20

25

40

mamiferos y por comparacion de estos resultados con los resultados de
medicamentos conocidos que se usan para tratar eétas afecciones, la
dosificacion eficaz de los polipéptidos de la presente invencion puede
determinarse facilmente para el tratamiento de cada indicacién deseada. La
cantidad del principio activo a administrar en el tratamiento'de una de estas
afecciones puede variar ampliamente de acuerdo con consideraciones tales
como el polipéptido particular y la unidad de dosificacion empleada, el modo de
administracion, el periodo de tratamiento, la edad y el sexo del paciente tratado
y la naturaleza y grado de la afeccién a tratar.

La solicitud proporciona, en parte, compoé’iciones gue comprenden

polipéptidos FIX con una o mas sustituciones de aminoacidos como se

describe en el presente documento. Las compaosiciones pueden ser adecuadas .

para la administracion in vivo y son apirégenas. Las composiciones también
pueden comprender un vehiculo farmacéuticamente aceptable. La expresion
“farmaceuticamente o farmacoldgicamente aceptable” se refiere a entidades v
composiciones moleculares que no producen reacciones adversas, alérgicas u
otras perjudiciales cuando se administran a un animal o a un ser humano.
Como se usa en el presente documento, un “vehiculo farmacéuticamente
aceptable” incluye cualquier y todos los disolventes, medios de dispersion,
revestimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes isoténicos y
retardadores de absorcién y similares. En la materia se conoce bien &l uso de
dichos medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas. En Ia_s
composiciones  también  pueden  incorporarse princip‘ios activos
complementarios.

Las composiciones de la presente invencién incluyen preparaciones

v
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farmacéuticas clasicas. La administracion de estas composiciones de acuerdo
con la presente invencion puede ser mediante cualquier via comun. Las
composiciones farmacéuticas pueden introducirse en el sujeto mediante
cualquier procedimiento convencional, por ejemplo, mediante administracion
intravenosa, intradérmica, intramuscular, subcutdnea o transdérmica. E}
tratamiento puede consistir en una sola dosis o en una pluralidad de dosis
durante un periodo de tiempo.

Los compuestos activos pueden prepararse para la administracién corﬁo
soluciones de bases libres o sales en agua farmacolégicamente aceptables.
Las dispersiones también pueden prepararse en polietilenglicoles liquidos. En
condiciones de almacenamiento y uso normales, estas preparaciones
contienen un conservante para impedir el crecimiento de microorganismos.

Las formas farmacéuticas, adecuadas para el uso en inyectables,
incluyen soluciones o dispersiones acuosas estériles y polvos estériles para la
preparacion improvisada de soluciones o dispersiones inyectables estériles. La
forma debe ser estéril y debe ser liquida hasta el grado de que pueda
inyectarse facilmente mediante una jeringa. Debe ser estable en las
condiciones de preparacion y almacenamiento y debe preservarse contra la
accion contaminante de microorganismos, tales como bacterias y hongos. El

vehiculo puede ser un medio disolvente o de dispersién que contenga, por

ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol, propilenglicol vy

polietilenglicol liquido y similares) sacarosa, L-histidina, polisorbato 80 o
mezclas adecuadas de los mismos. La prevencion de la accion de
microorganismos puede realizarse mediante diversos agentes antibacterianos y

antifungicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido sorbico,

8.
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timerosal y similares. Las composiciones inyectables pueden incluir agentes
isotonicos, por ejemplo, azlcares o cloruro de sodio. La absorcion prolongada
de las composiciones inyectables puede realizarse usando agentes
retardadores de la absorcién en las composiciones.

Pueden prepararse soluciones inyectables estériles incorporando los
compuestos activos (por ejemplo polipéptidos FIX) en 1a cantidad necesaria en
el disolvente apropiado con diversos otros principios indicados anteriormente,
segun sea necesario, seguido de esterilizacién por filtracion.

Generalmente, las dispersiones pueden prepararse incorporando los
diversos principios activos esterilizados en un vehiculo estéril que contenga el
medio de dispersion basico y los otros principios necesarios a partir de los
enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles, para la preparacién
de soluciones inyectables estériles, los procedimientos de preparacion
incluyen, por ejemplo, técnicas de secado al vacio y de secado por congelacion
que producen un polvo del principio activo mds cualguier principio adicional
deseado a partir de una solucion previamente filtrada estéril de la misma.

La composicion también puede incluir un agente antimicrobiano para
prevenir 0 impedir el crecimiento microbiano. Los ejemplos no limitantes de
agentes antimicrobianos adecuados para la presente invencion incluyen cloruro
de benzalconio, cloruro de bencetonio, alcohol bencilico, cloruro de
cetilpiridinio, clorobutanol, fenol, alcohol feniletilico, nitrato fenilmercurico,
tirmesol y combinaciones de los mismos.

En la composicion también puede estar presente un antioxidante. Los
antioxidantes pueden usarse para prevenir la oxidacion, previniendo. asi el

deterioro de la preparacion. Los antioxidantes adecuados para su uso en la
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presente invencion incluyen, por ejemplo, ascorbil palmitato, hidroxianisol
butilado, hidroxitolueno butitado, acido hidrofosforoso, monotioglicerol, propil
galato, bisulfito de sodio, formaldehido sulfoxilato de sodio, metabisulfito
formaldehido sulfoxiiato de sodio y combinaciones de los mismos.

Como excipiente puede estar presente un tensioactivo. Los tensioactivos
ejemplares incluyen: polisorbatos, tales como, Tween®-20 (monolaurato de
polioxietilensorbitan) y Tween®-80 (monooleato de polioxietilensorbitan) y
plurdnicos tales como F68 y F88 (ambos de los cuales se encuentran
disponibles a partir de BASF, Mount Olive, N.J.); ésteres de sorbitan; lipidos
tales como fosfolipidos tales como lecitina y otras fosfatidilcolinas,
fosfatidiletanolaminas, acidos grasos y ésteres grasos; esteroides tales como
colesterol; y agentes quelantes tales como EDTA, cinc y otros cationes
adecuados.

En la composicion los acidos o bases pueden estar presentes como un
excipiente. Los ejemplos no limitantes de acidos que pueden usarse incluyen
acido clorhidrico, acido acético, acido fosforico, acido citrico, acido malico,
acido lactico, acido férmico, 4cido tricloroacético, acido nitrico, acido perclérico,
acido fosforico, acido sulfurico, acido fumarico y combinaciones de los mismos.
Los ejemplos de bases adecuadas incluyen, sin limitacion, hidroxido de sodio,
acetato de sodio, hidroxide de amonio, hidroxido de potasio, acetato de
amonio, acetato de potasio, fosfato de sodio, fosfato de potasio, citrato de
sodio, formato de sodio, sulfato de sodio, sulfato de potasio, fumarato de
potasio y combinaciones de los mismos.

La cantidad de cualquier excipiente individual en la composicién puede

variar dependiendo de la actividad del excipiente y de las necesidades
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particulares de la composicion. Tipicamente, la cantidad éptima de cualquier
excipiente individual puede determinarse mediante experimentacion rutinaria,
es decir, preparando composiciones que contengan diversas cantidades del
excipiente (variando de altas a bajas), examinar la estabilidad y otros
parametros y después determinar el intervalo en el cual se consigue el
rendimiento optimo sin efectos adversos significativos. Generalmente, en la
composicion, el excipiente puede estar presente en una cantidad de
aproximadamente el 1 % a aproximadamente el 99%, desde aproximadarhente
el 5% a aproximadamente el 98% en peso, desde aproximadamenté el 15 a
aproximadamente el 95% en peso del excipiente, con concéntraciohés
menores del 30% en peso. Los anteriores excipientes farmacéuticos, junto con
otros excipientes, se describen en "Remington: The Science & Practice of
Pharmacy,” ed. 19, Wiliams & Williams, (1995); the "Physician's Desk
Reference," ed. 52, Medical Economics, Montvale, N.J. {1998); y Kibbe, A. H.,
Handbook of Pharmaceutical Excipients, 32 edicién, American Pharmaceufical
Assogciation, Washington, D.C., 2000. |
Después de la formulacion, las soluciones pueden administrarse de una
manera compatible con la formulacién de la dosificacion y en tal cantidad que
sea terapeuticamente eficaz. La expresion “cantidad terapéuticamente eficaz”
se usa en el presente documento para referirse a la cantidad de un polipeptido
que es necesaria para proporcionar un nivel del polipéptido deseado en la
corriente sanguinea o en el tejido diana. La cantidad exacta dependera de
numerosos factores, por ejemplo, del polipéptido FIX particular, de los
componentes y caracteristicas fisicas de la composicion terapéutica, de la

poblacion de pacientes a la que se dirige, del modo de administracion, de las
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consideraciones individuales del paciente y similares y basandose en la
informacién proporcionada en el presente documento, un experto en la materia
puede determinarla.

Las formulaciones pueden administrarse faciimente en una diversidad de
formas de dosificacion, tales como soluciones inyectables y similares. Para la
administracion parenteral en una solucién acuosa, por ejemplo, la solucién
deberia tamponarse adecuadamente, si fuera necesario, y en primer lugar el
diluyente liquido se vuelve isotdnico con suficiente solucion salina o glucosa.
Estas soluciones acuosas particulares son especialmente adecuadas para la
administracion intravenosa, intramuscular, subcutanea e intraperitoneal.

Las dosificaciones de FIX se expresan normalmente en unidades. Una
unidad de FIX por kg de peso corporal puede generar niveles en plasma de
0,01 U/mi, es decir, el 1%. Por otro lado, pacientes sanos poseen una unidad
de FIX por ml de plasma, es decir el 100%. Los casos leves de hemofilia B se
definen por concentraciones de FIX en plasma entre el 6-60%, los casos
moderados entre el 1-5% y los casos graves, que representan
aproximadamente la mitad de los casos de hemofilia B, poseen menos del 1%
de FIX. El tratamiento profilactico, o el tratamiento de hemorragia de menor
importancia, normalmente requiere elevar los niveles de FiIX a entre el 15-30%.
El tratamiento de hemorragia moderada normalmente requiere elevar los
niveles a entre el 30-50%, mientras que el tratamiento de traumatismo
importante puede requerir elevar los niveles desde el 50 al 100%. El nlimero
total de unidades necesarias para elevar un nivel en la sangre del paciente
puede determinarse de la siguiente manera: 1,0 unidades/kg x peso corporal

(kg) x aumento en porcentaje deseado (%normal). La administracién parenteral
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puede realizarse con un bolo inicial seguido de infusion continua para mantener
los niveles terapéuticos circulantes del producto farmacolégico. En algunasJ
realizaciones, puede administrarse entre 15 a 150 unidades/kg de polipéptido
FIX. Los expertos habituales en la materia optimizaran facilmente
dosificaciones eficaces y regimenes de administracién determinados por la
buena practica médica y la afeccién clinica del paciente individual.

La frecuencia de dosificacion dependerd de los parametros
farmacocinéticos de los agentes y de las vias de administracion. Dependiendo
de la via de administracion y de la dosificacion deseada, la formulacién
farmacéutica optima puede determinaria un experto en la materia (véase, por
ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Co., Easton,
Pa., 20° edicion, 2000, incorporada en el presente documento por referencia).
Dichas formulaciones pueden ejercer influencia en el estado fisico, estabilidad,
velocidad de liberacion in vivo y velocidad de eliminacion in vivo de los agentes
administrados. Dépendiendo de la via de administracién, puede calcularse una
dosis adecuada de acuerdo con el peso corporal, area superficial corporal o
tamano del organo. Los expertos habituales en la técnica, sin excesiva
experimentacion, realizan rutinariamente ajustes adicionales de los calculos
que son necesarios para determinar la dosis de tratamiento apropiada,
especialmente a la luz de la informacion y ensayos con respecto a la
dosificacién divulgados en el presente documento, asi como de los datos
farmacocinéticos observados en estudios clinicos realizados en seres humanos
y en animales. Los programas de dosificacion ejemplares incluyen, sin
limitacion, la administracién cinco veces al dia, cuatro veces al dia, tres veces

al dia, dos veces al dia, una vez al dia, tres veces a la semana, dos veces a la
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semana, una vez a la semana, dos veces al mes, una vez al mes y cualquier
combinacion de las mismas.

Las dosificaciones apropiadas pueden averiguarse con el uso de
ensayos establecidos para determinar los niveles de coagulaciéon en sangre
junto con los datos de respuesta a la dosis de interés. E! régimen de
dosificacion final puede determinario el médico tratante, teniendo en cuenta los
factores que modifican la accién de los farmacos, por ejemplo, la actividad
especifica del farmaco, la gravedad de la lesién vy la respuesta de! paciente, la
edad, la afeccidn, el peso corporal, el sexo y la dieta del paciente, la gravedad
de cualquier infeccion, el tiempo de administracion y otros factores clinicos.
Usos Ejemplares

Las composiciones descritas en el presente documento pueden usarse
para tratar cualquier trastorno por sangrado asociado con defectos funcionales
de FIX o con déficits de FIX, tales como, semivida de FIX reducida in vivo,
propiedades de union de FIX modificadas, defectos genéticos de FIX y una
concentracién de FIX reducida en plasma. Los defectos genéticos de FIX
comprenden, deleciones, adiciones y/o sustituciones de bases en la secuencia
de nucledtidos que cedifica a FIX. En una realizacion, el trastorno por sangrado
puede ser hemofilia B. Los sintomas de dichos trastornos por sangrado
incluyen, por ejemplo, epistaxis grave, sangrado de la mucosa oral,
hemartrosis, hematoma, hematuria persistente, sangrado gastrointestinal,
sangrado retroperitoneal, sangrado lingualfretrofaringeo, sangrado intracraneal
y sangrado asociado con traumatismo.

Las composiciones de la presente invencién pueden usarse para

aplicaciones profilicticas. En algunas realizaciones, los polipéptidos FIX
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modificados pueden administrarse a un sujeto susceptible a, o de otra manera
en riesgo de, una patologia o lesion para botenciar fa capacidad coagulativa del
propio sujeto. Dicha cantidad puede definirse que es una “dosis
profilacticamente eficaz”. La administracion de los polipéptidos FIX modificados
para la profilaxis incluyen situaciones en las que un paciente, que padece
hemofilia B, va a someterse a cirugla y el polipéptido se administra éntre una a
cuatro horas antes de la cirugia. Ademas, los polipéptidos se adaptan para su
uso como un agente profilactico contra el sangrado no controlado,
opcionalmente en pacientes que no pédecen hemofilia. Por tanto, el polipéptido
puede administrarse, por ejemplo, antes de la cirugia a un paciente que esta en
riesgo de sagrado no controlado.

Los polipéptidos, materiales, composiciones y procedimientos descritos
en el presente documento pretenden ser ejemplos representativos de la
invencion y se entendera que el &mbito de la invencién no esta limitado por el
ambito de los ejemplos. Los expertos en la materia reconoceran que la
invenciéon puede llevarse a la practica con variaciones de los polipéptidos,
materiales, composiciones y procedimientos descritos y que dichas variaciones
se consideran dentro del ambito de la invencion.

Los siguientes ejemplos se presentan para ilustrar la invencién descrita

en el presente documento, pero de ninguna manera deben interpretarse como

limitantes del &mbito de la invencion..

>SS



10

15

20

25

49

EJEMPLOS

Para que la presente invencién se entienda mejor, se exponen los
siguientes ejemplos. Estos ejemplos poseen Unicamente un fin ilustrativo y de
ninguna manera debe interpretarse como que limitan el 4mbito de la presente
invencion. Todas las publicaciones mencionadas en el presente documento se
incorporan por referencia en su totalidad.
Ejemplo 1: Clonacién del ADNc del Factor IX humano

A partir de la secuencia de ADNc publicada (NM_000133), se disefié un
par de cebadores PCR complementarios a las secuencias en los extremos 5’y
3" de la region codificante del ADNc de FIX humano. El cebador 5' (FIXF1;
ATCATAAGCTTGCCACCATGCAGCGCGTGAACATG (SEC 1D N°: 3), el
codon de inicio de FIX se indica en negrita) contiene los 18 nucieétidos
primeros de la region codificante de FIX que incluye el codon de inicio ATG
precedido por una secuencia Kozak consenso (subrayada) y un sitio de
restriccion Hindlll. El cebador K) (FIXR3,
ATCATAAGCTTGATTAGTTAGTGAGAGGCCCTG) (SEC ID N° 4) contiene 22
nucledtidos de la secuencia de FIX que consiste en 45 nucleodtidos del extremo
3' de la region codificante de FIX precedida por un sitio Hindlll. La amplificacion
de la primera cadena de ADNc a partir de higado humano normal (Stratagene,
San Diego, CA) usando estos cebadores y la polimerasa de alta fidelidad
correctora de errores (Invitrogen, C arlsbad, CA) dic como resultado una sola
banda del tamafio esperado para el ADNc de'FI-X humano (1464 pb). Después
de la digestion con Hindlll, el producto PCR se purificé en gel y después se
cloné en el sitio Hindlll del plasmide pEAKficmv. Los clones, en los que se

insertd el ADNc de FIX en orientacion directa con respecto al promotor del
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CMV en el vector, se identificaron por digestion de restriccion. La
secuenciacion del ADN bicatenario se realizo para el inserto de varios clones y
el alineamiento de la secuencia derivada con respecto a la secuencia de FIX
demostré que el ADNc codifica el FIX humano con la treonina en el aminoacido
148 de la proteina madura. Este plasmido se denominé pEAKficmv-FIX.
Ejemplo 2: Generacién de Polipéptidos del Factor IX Modificados

Para cambiar diversos aminoacidos dentro de la secuencia de F!X
humana, se disefid un par de cebadores usando el programa de disefio de
cebadores Quickchange™ (Stratagene, San Diego, CA). Estos cebadores se
usaron para generar mutaciones en el plasmido pEAKflemv-FIX empleando el
kit de mutagénesis dirigida Quickchange™ Il XL (Stratagene, San Diego, CA)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los clones que contenian la
mutacion deseada se identificaron por secuenciacion de ADN de toda la regién
codificante de FIX. En la Tabla 1 se muestra la secuencia del oligonucle6tido
de cadena con sentido usada para crear las mutaciones.

TABLA 1

Sustitucién Secuencia de Oligonucleétidos de Cadena con Sentido

V8BA d: AGGAAAGAACTGTGAATTAGATGCCACATGTAACATTAAGAATGGCA (SEC ID N°: 5)
i: TGCCATTCTTAATGTTACATGTGGCATCTAATTCACAGTTCTTTCCT
(SECID N°: 6)

V86P d: GGAAAGAACTGTGAATTAGATCCCACATGTAACATTAAGAATGGCAG (SEC ID N 7)

i CTGCCATTCTTAATGTTACATGTGGGATCTAATTCACAGTTCTTTCC (SEC ID N°: 8)

VB6E d: GGAAAGAACTGTGAATTAGATGAGACCTGTAACATTAAGAATGGCAG (SEC ID N 9)

i: CTGCCATTCTTAATGTTACAGGTCTCATCTAATTCACAGTTCTTT CC (SEC 1D N*: 10)

V868 d: GGAAAGAACTGTGAATTAGATAGCACCTGTAACATTAAGAATGGCAG (SEC ID N°: 11)

i: CTGCCATTCTTAATGTTACAGGTGCTATCTAATTCACAGTTCTTTCC (SEC ID N*: 12)

b
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{continuacién)

Sustitucion

Secuencia de Oligonucledtidos de Cadena con Sentido

Va6l

d: GGAAAGAACTGTGAATTAGATATCACCTGTAACATTAAGAATGGCAG (SEC ID N 13)

I: CYGCCATTCTTAATGTTACAGGTGATATCTAATTCACAGTTCTTTCC (SEC ID N 14)

VB6R

d: GGAAAGAACTGTGAATTAGATAGAACCTGTAACATTAAGAATGGCAG (SEC ID N® 15)

i: CTGCCATTCTTAATGTTACAGGTTCTATCTAATTCACAGTTCTTTCC {SEC 1D N°; 16)

V86Q

d: GGAAAGAACTGTGAATTAGATCAGACATGTAACATTAAGAATGGCAG (SEC 1D No: 17)

it CTGCCATTCTTAATGTTACATGTCTGATCTAATTCACAGTTCTTTCC (SEC 1D N*: 18)

vaeT

d: GGAAAGAACTGTGAATTAGATACCACCTGTAACATTAAGAATGGCAG (SEC 1D N°: 19)

i: CEGCCATTCTTAATGTTACAGGTGGTATCT AATTCACAGTTCTTTCC (SEC 1D N°: 20)

V86D

d: GGAAAGAACTGTGAATTAGATGACACCTGTAACATTAAGAATGGCAG (SEC ID N%: 21)

i: CTGCCATTCTTAATGTTACAGGTGTCATCTAATTCACAGTTCTTTCC (SEC ID N°: 22}

V86H

d: GGAAAGAACTGTGAATTAGATCACACCTGTAACATTAAGAATGGCAG (SEC ID N°; 23}

It CTGCCATTCTTAATGTTACAGGTGTGATCTAATTCACAGTTCTTTCC (SEC ID N°: 24)

VB6N

d: GGAAAGAACTGTGAATTAGATAACACCTGTAACATTAAGAATGGCAG (SEC ID N®; 25)

i CTGCCATTCTTAATGTTACAGGTGTTATCTAATTCACAGTTCTTT CC (SEC ID N°: 26)

V86L

d: GGAAAGAACTGTGAATTAGATCTGACATGTAACATTAAGAATGGCAG (SEC ID N°: 27)

it CTGCCATTCTTAATGTTACATGTCAGATCTAATTCACAGTTCTTTCC (SEC 1D N°; 28)

VB6M

d: GGAAAGAACTGTGAATTAGATATGACCTGTAACATTAAGAATGGCAG (SEC ID N°: 29)

i: CTGCCATTCTTAATGTTACAGGTCATATCTAATTCACAGTTCTTTCC (SEC ID N* 30)

VaeyY

d: GGAAAGAACTGTGAATTAGATTACACCTGTAACATTAAGAATGGCAG (SEC ID N°: 31)

it CTGCCATTCTTAATGTTACAGGTGTAATCTAATTCACAGTTCTTTCC (SEC ID N 32)

V86K

d: GGAAAGAACTGTGAATTAGATAAGACATGTAACATTAAGAATGGCAG (SEC ID N 33)

it CTGCCATTCTTAATGTTACATGTCTTATCTAATTCACAGTTCTTTCC (SEC 1D N°: 34)

V86F

d: GGAAAGAACTGTGAATTAGATTTCACCTGTAACATTAAGAATGGCAG (SEC ID N°: 35)

i: CTGCCATTCTTAATGTTACAGGTGAAATCTAATTCACAGTTCTTTCC (SEC ID N°: 36)

V86C

d: GCAAAGAACTGTGAATTAGATTGCACCTGTAACATTAAGAATGGCAG (SEC ID N 37)

it CTGCCATTCTTAATGTTACAGGTGCAATCTAATTCACAGTTCTTTCC (SEC 1D N°; 38)

VBewW

d: GGAAAGAACTGTGAATTAGATTGGACCTGTAACATTAAGAATGGCAG (SEC ID N°: 39)

it CTGCCATTCTTAATGTTACAGGTCCAATCTAATTCACAGTTCTTTCCE (SEC ID N°: 40)
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(continuacion)

Sustituciéon | Secuencia de Oligonucleétidos de Cadena con Sentido
V866G d: GAAGGAAAGAACTGTGAATTAGATGGCACCTGTAACATTAAGAATGGCAGATGCG (SEC
ID N°: 41)
i CGCATCTGCCATTCTTAATGTTACAGGTGCCATCTAATTCACAGTTCTT'_I‘CC'I'I’C {SEC ID
Ne: 42)

E410N d: TCCCGGTATGTCAACTGGATTAAGAACAAAACAAAGCTCACTTAATGARAG (SEC ID N
43)
it CTYTCATTAAGTGAGCTTTGTTTTGTTCTTAATCCAGTTGACATACCGGGA (SEC 1D N
44)

E4100Q d: TCCCGGTATGTCAACTGGATTAAGCAGAAAACAAAGCTCACTTAATGAAAG (SEC ID Ne:
45)
i: CTTTCATTAAGTGAGCTTTGTTTTCTGCTTAATCCAGTTGACATACCGGGA (SEC ID N°:
48)

N157A CTGTTTTTCCTGATGTGGACTACGTAGCCTCTACTGAAGCTGAAACCATTCT (SEC ID N*;
47)

N167A GAAGCTGAAACCATTCTAGATGCCATCACTCAAAGCACCCAATC (SEC ID Ne: 48)

R338A CTTGTTGACCGAGCCACATGCCTTGLATCTACAAAGTTCACCATC (SEC ID N® 49)

R338L CTTGTTGACCGAGCCACATGCCTTCTIGTCTACAAAGTTCACCATC (SEC ID N 50)
R338V GACCGAGCCACATGCCTTGTGTCTACAAAGTTCAGCATC (SEC ID N°: 51)

R338i GTTGACCGAGCCACATGCCTTATCTCTACAAAGTTCACCATCTATAAC (SEC ID N 52)
R338F GTTGACCGAGCCACATGCCTTITCTCTACAAAGTTCACCATCTATAAC (SEC ID N°: 53)
R338W CTTGTTGACCGAGCCACATGCCTTIGGTCTACAAAGTTCACCATC (SEC ID N 54)
R338M CACTTGTTG ACCGAGCCACATGCCTTATGTCTACAAAGTTCACCATC (SEC ID N*; 55)
R3388 CTTGTTG ACCG AGCC AC ATGCCTTAGCTCTACAAAGTTCACCATC {SEC ID N°: 56)

R338T

GTTGACCGAGCCACATGCCTTACCTCTACAAAGTTCACCATC (SEC ID N®: 57)
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Ejemplo 3: Expresion de Polipéptidos del Factor IX en Células HKB11

Para determinar si los genes de FIX con secuencias de protefna
modificadas podrian expresarse y secretarse a partir de células de mamifero y
para determinar el efecto de estas sustituciones sobre la actividad de
coagulacion de FIX, se transfectaron plasmidos de expresién, que codificaban
estas variantes de FIX, en células HKB11, HKB11 es una linea celular humana
generada por la fusién de células HEK293 y un linfoma de linfocitos B.

Las células HKB11 se cultivaron en un cultivo de suspensién sobre un
agitador orbital (100-125 rpm) en una incubadora con CO; (5%) a 37 °C en
medio aserico complementado con vitamina K; soluble 10 ng/ml (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO} y se conservaron a una densidad entre 0,25 y 1,5 x 10°
celulas/ml.

Para la transfeccion las células se recogieron por centrifugacién a 1000
rpm durante 5 minutos y después se resuspendieron en Medio de Expresion
FreeStyle™ 293 (Invitrogen, Carlsbad, CA) a 1,1 x 10° células/ml. Las células
se cultivaron en placas de 6 pocillos (4,6 ml/pocillo) y se incubaron sobre un
rotor orbital (125 rpm) en una incubadora con CO, a 37 °C. Para cada pocillo,
se mezclaron 5 pg de ADN de plasmido con 0,2 ml de medio Opfi-MEM@ I
(Invitrogen). Para cada pocillo, se mezclaron solamente 7 pi de reactivo
293fectin™ (Invitrogen) con 0,2 ml de medio Opti-MEM® | y se incubd a
temperatura ambiente durante 5 minutos. Se afadié 293fectin™ diluido a la
solucion de ADN diluida, se mezclé suavemente, se incubd a temperatura
ambiente durante 20-30 minutos y después se afadié a cada pocillo que se
habla sembrado con 5 x 10° células HKB11 (4,6 ml). Después las células se

incubaron sobre un rotor orbital (125 rpm) en una incubadora con CO, a 37 °C
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durante 3 dias, después de los cuales, las células de sedimentaron por
centrifugacién a 1000 rpm durante 5 minutos y se recogio el sobrenadante y se
conservo a 4 °C.

Ejemplo 4: Expresion de Polipéptidos de Factor IX en Células BHK21

Para determinar si los genes de FIX con secuencias de proteina
modificadas podrian expresarse y secretarse a partir de células de mamifero y
para determinar el efecto de estas sustituciones sobre la actividad de
coagulacion de FIX, se transfectaron plasmidos de expresion que codificaban
estas variantes de FIX en células BHK21.

Las células BHK21 se cultivaron en un cultivo de suspensién sobre un
agitador orbital (100-125 rpm) en una incubadora con CO, al 5% a 37 °C en un
medio asérico apropiado complementado con 10 ng/mi de vitamina K3 soluble
(Menadione, Sigma) y se conservé a una densidad entre 0,25 y 1,5 x 10°
celulas/ml.

Para la transfeccion, las células se recogieron por centrifugacion a 1000
rpm durante 5 minutos y después se resuspendieron a 1 x 10° célutas/ml.

Las celulas se sembraron en placas de 6 pocillos (4,6 mi/pocillo) y se
incubaron en un rotor orbital (125 rpm) en una incubadora con CO; a 37 °C.
Para cada pocillo, se mezclaron 5 pug de ADN de plasmido con 0,2 ml de medio
Opti-MEM | (Invitrogen). Para cada pocillo, se mezclaron suavemente, 7 pl de
reactivo 293Fectin (Invitrogen) con 0,2 ml de medio Opti-MEM | y se incub6 a
temperatura ambiente durante 5 minutos. Se anadié 293Fectin diluido a la
solucion de ADN diluida, se mezcld suavemente, se incubd a temperatura
ambiente durante 20-30 minutos y después se afiadié a cada pocillo que se

habia sembrado con 5 x 10° (4,6 ml) células BHK21. Después las células se
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incubaron sobre un rotor orbital (125 rpm) en una incubadora con CO2 a 37 °C
durante 3 dias, después de los cudles, las células se sedimentaron por
centrifugacion a 1000 rpm durante 5 minutos y el sobrenadante se recogio y se
conservo a 4 °C.

Ejemplo 5: Transferencia de Western para el Factor IX.

El sobrenadante del cultivo celutar (50 pl) se mezclé con colorante de
carga SDS-PAGE 4x 20 ul, se calentd a 95 °C durante 5 minutos, se cargd
sobre geles SDS-PAGE al 4-12% NuPAGE® y después se transfirio a
membranas de nitrocelulosa. Después de bloguear con leche en polvo al 5%
durante 30 minutos, las membranas se incubaron con un anticuerpo policional
de cabra marcado con HRP contra FIX humano (US Biological, Swampscott,
Massachusetts, Catalogo N® F0017-07. 13) durante 60 minutos a temperatura
ambiente. Después de lavar con solucion salina tamponada con fosfato con
tampén Tween®-20 al 0,1%, se detectd la sedal de la HRP usando
SuperSignal® Pico (Pierce, Rockford, IL) y exposicion a pelicula de rayos Xx.
Ejemplo 6: ELISA para el Factor IX

Los niveles de antigeno FIX en tos sobrenandantes de cultivo celular se
determinaron usando un kit de ELISA para FIX (Hyphen Biomed/Aniara,
Mason, OH). El sobrenadante de cuitivo celular se diluyé en tampén de
diluyente de muestra (proporcionado en el kit) para conseguir una sefial en el
intervalo de la curva patron. Para crear una curva patrén de 100 ng/ml a 0,2
ng/ml, se usd la proteina FiX purificada de plasma humano (Hyphen
BiomedlAniéra, N° de Catdlogo RK 032A, actividad especifica 196 U/mg)
diluida en el diluyente de muestra. Las muestras diluidas y los patrones se

afladieron a la placa ELISA que estaba previamente revestida con un

£2.
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anticuerpo de captura anti-FIX policlonal. Después de afiadir el anticuerpo de
deteccion policlonal, la placa se incubé a temperatura ambiente durante 1 hora,
se lavo bien, se revel6 después usando sustrato TMB (3,3'5,5'-
tetrametilbencidina), como $e describia en el kit del fabricante, y la sefal se
midié a 450 nM usando un lector de placa SpectraMax® (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA). La curva patron se ajustd a una representacion grafica de 2
componentes y los valores desconocidos se extrapolaron a partir de la curva.

Los niveles de expr[esién de FIX también se cuantificaron usando
reactivos ELISA para FIX disponibles en el mercado (Haemochrom Diagnostica
GmbH, Essen, Alemania) de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Placas MaxiSorp™ (Nunc™, |Rochester, NY) de 384 pocillos se revistieron con
aglutinina de germen de trigo (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Los pocillos se
bloguearon, se lavaron y desl:)ués se afadio sobrenadante. Después del lavado
adicional, se realizd la steccién usando anticuerpo anti-FIX policlonal
acoplado a HRP ((Haemochrom Diagnostica GmbH, Essen, Alemania).
Ejemplo 7. Ensayo de Coagulacién del Factor IX

La actividad de coagllacion de FIX se determind usando un ensayo
TTPa (Tiempo de Tromboplastina Parcial Activado) en plasma humano carente
de FIX procesado sobre un analizador de coagulacion automatico Electra™
1800C (Beckman Coulter, Fuilerton, CA). En resumen, el instrumento creé tres
diluciones de muestras de sobrenadante en diluyente de coagulacion y
despues se mezclaron 100 ul con 100 pl de plasma carente de FIX (Aniara,
Mason, OH) y 100 ul de reactivo TTPa automatizado (fosfolipido de cerebro de
conejo y silice micronizada) bioMérieux,inc., Durham, NC). Despugs de la

adicion de 100 pl de solucien de CaCl, 25 mM, se registré el tiempo de

63
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formacion de coagulo. Se generé una curva patrén para cada proceso usando
diluciones en serie del mismo FIX humano purificado (Hyphen Biomed/Aniara)
usado como el patrén en el ensayo ELISA. La curva patron fue habitualmente
una linea recta con un coéﬁciente de correlacidon de 0,95 0 mejor y se usé para
determinar la actividad de FIX de las muestras desconocidas. En la Tabla 2 se
muestra la actividad para los polipéptidos FIX que comprenden una sustitucion
de aminoacido en la posi¢ion 86. En las Tablas 3 y 4 se muestra la actividad

para los polipéptidos FIX que comprenden una o mas sustituciones de

o7

aminoacidos.
TABLA 2

Expresion de Actividad
Actividad ,

Sustitucion proteina especifica

(% de tipo .

Factor IX (% de tipo (% de tipo
silvestre)
silvestre) silvestre)
Factor I1X de tipo
100 100 100
Silvestre

VE6A T 31 142 458
V86P 58 231 399
V86E 103 241 233
V86S 98 164 167
Vsl 39 59 153
V86Q 88 108 123
V86G 102 122 115
VB6R 78 82 105
V86T i81 60 74




(continuacién)
Expresién de Actividad
. Actividad
Sustitucion proteina especifica
(% de tipo
Factor IX (% de tipo (% de tipo
silvestre)
silvestre) silvestre)
V86D 68 45 67
VB6H 71 41 57
VBEN 89 42 47
Va6L 90 26 28
V86M 72 19 26
V86K 68 12 17
TABLA 3
Expresién de Actividad
Actividad
Sustitucién proteina especifica
{% de tipo
Factor IX (% de tipo (% de tipo
silvestre)
silvestre) silvestre)
FIX de tipo Silvestre 100 100 100
R338A 95 395 450
V86A 120 205 180
R338A/NBEA 55 550 1200
R338A/NBEP 72 727 999
R338A/NB6E 110 554 492
R338A/NB6S 140 544 360
R338A/NBEA/E410N 79 2150 2700
R338ANBBA/E410Q 66 2350 3550
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TABLA 4

Sustitucién de aminoéacidos
85 87

Actividad en veces sobre
R338BAI/VES6A

R

3,15

2,30

2,30

o -2 I -
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Ejemplo 8: Medicion de FIX Circulante

La semivida de los polipéptidos FIX circulantes se midié usando un
ensayo in vitro. Este ensayo se baso en la capacidad de FIX, in vivo e in vitro,
para mediar [a acumulacién de adenovirus (Ad) en hepatocitos. En resumen, se
demostré que FIX podia unir el dominio del boton de la fibra de Ad vy
proporcionar un puente para captar el virus a través de los proteoglicanos de
heparan sulfato (PGHS) de la superficie celular (Shayakhmetov, et al., J.. Viro!
79:7478-749 1, 2005). Un mutante vectorial de adenovirus, el Ad5mut, gue
contiene mutaciones en el dominio del botén de la fibra no se une a FIX. El
AdSmut posee una capacidad para infectar células hepaticas y una toxicidad
hepatica in vivo, significativamente reducidas, lo que demuestra que FIX
desempefia un papel principal en el direccionamiento de vectores Ad a células
hepaticas (Shayakhmetov, et al., 2005). La capacidad de FIX para dirigir
vectores de Ad a células hepaticas puede bloquearse por inhibidores de
interacciones proteina- PGHS (Shayakhmetov, et al., 2005).

Ademas, la captacion de FIX mediada por PGHS contribuye
significativamente a eliminar FIX y por lo tanto, interferir con la interaccion
PGHS que se espera para aumentar la semivida de FIX. Por lo tanto, se mide
la captacién in vitro de FIX y/o de variantes de FIX en hepatocitos y se espera
que las variantes con captacidon reducida posean una semivida in vivo
aumentada.

Para medir la semivida de FIX in vitro, se incubaron células de mamifero
con adenovirus en presencia o ausencia de FIX o de variantes de FIX. La
captacion viral esta medida por FIX de tipo silvestre y se mide por la expresion

del gen indicador codificado en el genoma viral, por ejemplo, expresion de la

&7
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proteina fluorescente verde (PFV) o Iuciferasa. La captacion reducida de
adenovirus, en presencia de variantes de FIX, se mide como la expresion del
gen indicador reducida, por ejemplo, una actividad enzimatica de fluorescencia
de la PFV o luciferasa reducida en comparacion con la de FIX de tipo silvestre.

La semivida circulante de FIX se mide in vivo usando técnicas
convencionales bien conocidas por los expertos habituales en la materia. En
resumen, la dosis respectiva de FIX o variantes de FIX se administra a un
sujeto por inyeccion intravenosa. Después de la inyeccion se extraen muestras
de sangre a diversos momentos y la concentracion de FIX se determina
mediante un ensayo apropiado (por ejemplo, ELISA). Para determinar la
semivida, es decir, el tiempo en el cual la concentracion de FIX es la mitad de
la concentracién de FIX inmediatamente después | de 1a dosificacion, la
concentracién de FIX, a los diversos momentos, se compara con la
concentracidn de FIX esperada o medida inmediatamente después de
administrar la dosis de FIX. Se espera una correlacion entre captacion celular
reducida, en el ensayo in vitro, y semivida aumentada en el ensayo in vivo.
Ejemplo 9: GlucoPEGilacién de FIX modificado

Aproximadamente 5 mg de una proteina FIX modificada se
intercambiaron a un Tampon de Reaccion (HEPES 25 mM, pH 7,7, NaCl 50
mM, CaCl; 10 mM, TWEEN-80 0,01%) para eliminar la sacarosa y los
aminoacidos que interferian con las reacciones de conjﬁgacién, despues se
cargaron sobre una columna de desalinizacion de 5 ml HiTrap (Sephadex G25)
con un sistema de cromatografia AKTA-FPLC (GE) a un caudal de 1 mi/min
usando un asa de muestra de 1-ml (Tampon de Reaccién como fase mavil).

Las fracciones de proteina se recogieron y se agruparon (~2 ml) en un tubo
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tapado a rosca. A esta solucion FiX (~2,1 mg/ml) se afadio una solucién madre
de meta-peryodato de sodio (Sigma n° 311448, Pm 213,89, NalQ,) (solucion
acuosa 400 mM, recién preparada) para conseguir una [NalQy] final de 2 mM
por oxidacion leve, produciendo aldehidos reactivos en los restos de
carbohidrato de FIX. La mezcla se incubé a 4 °C durante 60 minutos en la
oscuridad sobre un rotor. También fueron eficaces concentraciones de meta-
peryodato de sodio tan bajas como 0.5 mM.

Despugs, la etapa de oxidacidn finalizé inactivando el NalQ, residual con
una solucion acuosa de glicerol 2 M (a una concentracién final de glicerol 20
mM} en una incubacién adicional de 15 minutos a 4 °C. La mezcla de reaccion
de oxidacion (~2 ml) se cargé directamente sobre la columna G25, de nuevo
como se ha descrito anteriormente, para separar el FIX recombinante oxidado
del resto de NaiO,, glicerol y gliceraldehidos que, por otro lado, podrian
interferir con la siguiente reaccién de PEGilacion.

A la solucién FIX oxidada resultante en el Tampdn de Reaccion (~0,95
mg/ml, 4,3 mg en 4,5 ml) se afiadieron 80 mg de Hidracina-PEG30 (exceso
molar 40x, NOF Catalogo n° SUNBRIGHT ME-300HZ) y anilina 10 mM
(solucion madre 1 M en EtOH al 100%) y la reaccion de PEGilacién se realizé
durante una noche, sobre una plataforma giratoria, a 4°C. Se encontré que la
condicion optima para la reaccién de PEGilacion era de 0,3 a 0,9 mg/ml de
[FIX], con Hidracina-PEG30 afiadida a un exceso molar de 5 a 40 veces sobre
[FIX]. El tiempo de PEGilacién pudo optimizarse adicionalmente para modificar
la proporcion de FIX monoPEGilado con respecto a FIX diPEGilado.

La amplia caracterizacion de FIX glucoPEGilado por SDS-PAGE, azul

de Coomassie, tincidn de yodo, andlisis de transferencia de Western y
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cromatografia por exclusién de tamafo, demostro que FIX glucoPEGilado
contenia aproximadamente FIX mono-PEGilado al 70% y FIX di-PEGilado al
30%. La optimizacién adicional del método de glucoPEGilacién para FIX se
consiguié reduciendo la concentracion de metaperyodato de sodio a 0,5 mM,
usando un exceso molar de 5 veces de aminc-oxi-PEG a una concentracién del
Factor IX de 0,6 mg/ml, optimizando el tiempo de reaccion de PEGilacion vy la
purificacion sobre una columna de heparina seguido de una columna de
exclusion de tamafio. Usando condiciones optimizadas fue posible conseguir
una especie PEGilada homogénea al 98,7%. La tasa y grado de oxidacion de
carbohidratos por el peryodato puede controlarse por el tiempo de reaccion,
pH, temperatura y concentracion de peryodato, como se describe, por ejemplo,
para los anticuerpos por Wolfe y Hage, 1995 18. Se describié que los restos de
acido sialico en glucoproteinas podian oxidarse especificamente con peryodato
de sodio (NalO4) usando peryodato 1 mM y una temperatura de 0 °C. La
especificidad de sitio de la glucopegilacion de FIX pudo optimizarse usando
peryodato 1 mM o incluso concentraciones mas bajas. La optimizacién de la
etapa de inactivacion también podria conseguirse. Finalmente la etapa de
PEGilacion podria optimizarse, por gjemplo, mediante el uso de PEG con
diferentes pesos molecuiares, por ejemplo 5K, 10K, 15K, 20K, 30K, 40K, 60K o
hasta 150K. También podrian usarse polimeros alternativos, como se describe
anteriormente en la introduccién. La quimica de engarce alternativa que utiliza
grupos reactivos alternativos unidos al resto de PEG u otro polimerc también
puede usarse, como se describe anteriormente en la introduccién, incluyendo,
por ejemplo, amino-oxi-PGE o Hidroxi-PEG-Amina.

Ejemplo 10: GlucoPEGilacién de FIX-R338A usando PEG-hidrazida
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Usando procedimientos convencionales, se generd una linea celular
BHK21 que expresaba el Factor IX Humano que contenia la mutacién R338A
(FIX-R338A) y se fabrico a escala para fermentacion en un reactor de perfusién
a escalade 15 |. La proteina FIX-R338A secretada en el medio se purificd a
una pureza del 98% por cromatografia de intercambio idnico. La proteina
resultante se sometié a glucoPEGilacién usando Hidrazina-PEG de 40 kDa,
como se describe anteriormente en la seccion "Procedimientos”. La produccion
de FIX-R338A PEGilado pudo aumentarse desde aproximadamente el 10% a
aproximadamente el 50% por la inclusién de anilina como un catalizador
durante la reaccién de PEGilacion. Se realizé PEGilacién a gran escala sobre 5
mg de FIX-R338A y la proteina resultante se ensayo para determinar la
actividad de coagulacion in vitro mediante el ensayo TTPa (usando acido
elagico como activador) o en un kit comercial de ensayo cromogénico. Ambos
ensayos usados comercialmente produjeron FIX de tipo silvestre recombinante
(fF1X) para generar una curva patron. En cada ensayo se procesaron controles
del material de partida (FIX-R338A)} y rFIX. Los datos mostrados en la Tabla 5
indican que el FIX-R33BA glucoPEGilado tuvo entre el 47% y el 60% de la

actividad del material de partida pero entre el 184% y el 189% de la actividad
de rFIX.
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Tabla 5: actividad de coagulacion in vitro de FIX-R338A GlucoPEGilado

Proteina Actividad especifica| Actividad especifica
mediante ensayo mediante ensayo
TTPa {IlU/mg) Cromogénico (IU/mg)
rEIX 321 196
FIX-R338A 1270 621
FIX-R338A GlucoPEGilado 581 370
rFIX GlucoPEGilado no determinada 122

Actividad especifica como porcentaje de proteina no PEGilada

% de rF1X con respecto a

184% 189%
FIX-R338A GlucoPEGilado
% de FIX-R338A con
respecto a FIX-R3384A 47 % 60%
GlucoPEGilado
% de rFIX con respecto a
62%

rFiX GlucoPEGilado

Combinando la PEGilacion sobre azlicares en el péptido de activacion
con una variante de FIX de mayor actividad fue posible generar un FIX
PEGilado con una actividad especifica aproximadamente 2 veces mayor que la
de la proteina FIX de tipo silvestre recombinante. Cuando rFiX se sometio al
mismo procedimiento de glucoPEGilacion y purificacién el rF1X glucoPEGilado
resultante tuvo una actividad especifica de 122 IU/mg mediante el ensayo

cromogénico que es el 59% de la actividad especifica de rFIX no modificado.
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Por tanto, comparado con el FIX de tipo silvestre recombinante glucoPEGilado,
el R338A glucoPEGilado tuvo una actividad especffica 3 veces mayor lo que
permitiria conseguir el mismo beneficio terapéutico con 3 veces menos de
protefna.

El analisis en gel del FIX-R338A glucoPEGilado indicé que la proteina
contenia una mezcla de FIX-R338A PEGilado $0lo en un sitio {mono-PEGilado)
0 en dos sitios (di-PEGilado). El gel tefiido con Coomassie, que tifie proteinas,
indicé la presencia de dos bandas principales PEGiladas indicativas de FIX-
R338A mono-PEGilado y di-PEGilado. La forma mono-PEGilada parecit se la
forma predominante.

Ejemplo 11: GlucoPEGilacién de FIX modificado usando amino-oxi-PEG

En primer lugar el tampén del Factor IX (FIX) purificado se intercambi6 a
un Tampon de Reaccion (HEPES 25 mM, pH 7,7, NaC! 50 mM, CaCl, 10 mM,
Tween-80 al 0,01% p/v} usando una columna de desalinizacion de 5 mi HiTrap
(GE Healthcare) en un sistema de cromatografia AKTA-FPLC (GE Healthcare)
a un caudal de 1 mi/min. Las fracciones de protelna se recogieron y se
agruparon. El FIX se oxid6 afadiendo metaperyodato de sodio (NalQ,) (Sigma}
recién preparado a partir de una solucion madre acuosa de 400 mM hasta una
concentracion final de 2 mM. La oxidacion de FIX produce aldehidos reactivos
en los restos de carbohidrato de FIX que pueden modificarse por amino-oxi-
PEG ¢ hidracina-PEG. La mezcla se incubd a 4 °C durante 60 minutos en la
oscuridad sobre un rotor. El NalO, se inactivo por la adicion de glicerol 2 M a
una concentracion final de glicerol 20 mM e incubacién adicional durante 15
minutos a 4 °C. La mezcla de reaccién de oxidacion se cargd directamente

sobre la columna de desalinizacion, de nuevo como se ha descrito
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anteriormente, para separar el FIX oxidado del exceso de NalQ,, glicerol y
gliceraldehido, lo que podria interferir con la siguiente PEGilacién. A la solucion
resultante de FIX'oxidado (concentracién de FIX ~ 0,5 mg/ml), se afiadié un
exceso molar de 40 veces de metoxi-PEG-30-oxamina sélida (NOF cat n°
SUNBRIGHT ME-300CA) vy anilina 10 mM (solucion madre 1 M en EtOH al
100%). La reaccién de PEGilacion se realizé durante una noche, sobre una
plataforma giratoria a 4 °C. Se encontré que la condicidn éptima de la reaccion
de PEGilacion era de 0,3 - 0,9 mg/ml de FIX con un exceso molar de PEG de
20- 40 veces. El tiempo de PEGilacion pudo optimizarse adicionalmente para
modificar la proporcién de FIX mono-PEGilado con respecto a FIX di-PEGilado.

La mezcla de la reaccién de PEGilacion se diluyé a 1:1 con Tampén de
Reaccion y se cargd sobre una columna de 1 ml de Heparina HP HiTrap™ (GE)
usando un sistema de cromatografia AKTA a un caudal de 0,5 ml/min para
purificar el FIX PEGilado. El PEG libre no se unié a la columna de heparina. E
FIX PEGilado se separo del FIX no PEGilado por elucion en gradiente (Tampén
B del 0-100% durante 20 minutos). El Tampon A fue Tampén de Reaccion vy el
Tampén B fue HEPES 25 mM, pH 7,7, NaCl 500 mM, CaCl, 20 mM, Tween-80
al 0,01% p/v). EI FIX PEGilado se eluyo primero, seguido por la elucién del FiX
no PEGilado. Las fracciones que contenian el FIX PEGilado se agruparon y se
sometieron a eliminacion de endotoxinas. Las posibles endotoxinas se
eliminaron usando una columna Endotrap de 1-ml rellenada con perlas HD
EndoTrap Profos® AG usando H,O apirégena. La columna se unié ai sistema
AKTA usando tubos esterilizados. Todo el recubrimiento del instrumento AKTA
y la columna se esterilizé con NaOH 1 N en Etanol al 20% durante 1 hora

seguido de Acido Acético 0,1 N, Etano! al 20% durante 2 horas. Después, la
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columna se lavé bien con agua Milli-Q. A la columna se aplic6 primero Tampén
de Regeneracion (Tris-HCI 20 mM, pH 7,5, NaCl 1 M, EDTA 2 mM), después,
la columna se equilibré con Tampén B al 50% (HEPES 25 mM, pH 7,7, NaCl
200 mM, CaCl, 20 mM, Tween-80 af 0,01%) a 1 ml/min. El FIX PEGilado de la
columna de heparina se cargd sobre la columna Endotrap a 0,5 ml/min y el
caudal a través de la fraccién, que contenia FIX, se recogié en un envase
estéril apirogeno.

El FIX PEGilado purificado y sin endotoxinas se concentro, se cambié el
tampon 6 veces a tampén de Formulacion (NaCl 0,234%, histidina 8 mM,
sacarosa al 0,8%, glicina 208 mM, Tween-80 al 0,004%) por ultrafiitracion
(limite de PM de 10K), se dividié en alicuotas y después de congelar
rapidamente, se conservé a -80 °C. La concentracién de proteina de FIX
GlucoPEG se determind midiendo el valor Aggg (coeficiente de extincidén de 13,3
(mg/ml)”'em™). La actividad especifica se calculé a partir de la concentracion de
la proteina y de los ensayos cromogénico y de TTPa (usando &cido elagico
como activador). También se evalud la posible contaminacion con FiXa y
endotoxinas mediante los ensayos de deteccion de endotoxinas y cromogénico
de FlXa. También se realizé una caracterizacion bioquimica adicional de FIX
GlucoPEGilado (SDS-PAGE con tincion de Azul de Coomassie y yodo, anlisis
de transferencia de Western, cromatografia de exclusién de tamano), que
demostré que el FIX GlucoPEGilado (Pico 1) contiene FIX monoPEGilado al
60% y FIX diPEGilado al 40%. Se calculd la eficacia de PEGilacién al 50% Y
una recuperacion total al 30%.

Ejemplo 12: GlucoPEGilacion de FIX-R338A usando amino-oxi-PEG

Usando procedimientos generales se generé una linea celular BHK21

5
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que expresaba el Factor IX Humano que contenia la mutacion R338A (F1X-

R338A) y se fabricd a escala para fermentacién en un reactor de perfusion a

escala de 15 |. La proteina FIX-R338A secretada en el medio se purifico a una
pureza del 98% por cromatografia de intercambio idnico. La proteina FIX-
R338A resultante se sometié a glucoPEGilacion usando un amino-oxi-PEG de
30 kDa, como se ha descrito anteriormente. Se realizé una PEGilacién sobre 5
mg de FIX-R338A y la proteina resultante se ensayo para determinar la
actividad de coagulacién in vifro mediante el ensayo de TTPa (usando acido

eldgico como activader) o en un kit de ensayo cromogénico comercial. Ambos
ensayos, usados

comercialmente,

produjeron FIX de

tipo silvestre
recombinante para generar una curva patrén, En cada ensayo se procesaron
controles del material de partida (FIX-R338A) y de fFIX. Los datos mostrados
en la Tabla 6 indican que el FIX-R338A glucoPEGilado tuvo entre el % yel %
de la actividad del material de partida pero ente el % y el % de la actividad de
rFIX. .

Tabla 6: Actividad de coagulacion in vitro de FIX-R338A GlucoPEGilado y

de rFIX GlucoPEGilado generados usando amino-oxi PEG

Actividad especifica ] Actividad especifica
Proteina mediante ensayo mediante ensayo
TTPa (IU/mg) cromogénico{lU/mg)
rkEtx 246

279
FIX-R338A 1623 1326
FIX-R338A GlucoPEGilado 6671 970
rFIX GlucoPEGilado 120 198
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(continuacién)

Actividad especifica | Actividad especifica
Proteina mediante ensayo mediante ensayo

TTPa (IlU/mg) cromogénico(lU/mg)

Actividad especifica como porcentaje

% de FIX-R338A con
respecto a FIX-R338A 41 % 73 %
GlucoPEGilado

% de rFIX con respecto a

268 % 347 %
FIX-R338A GlucoPEGilado
% de rFIX con respecto a
48% 70%
rFIX GlucoPEGilado
% de rFTX GlucoPEGilado
con respecto a FIX-R338A 551 % 489 %

GiucoPEGilado

Ejemplo 13: GlucoPEGilacién de FIX-R338A usando amino-oxi-PEG en
condiciones optimizadas para producir FIX-R338A monoPEGilado
homogéneo

Usando procedimientos convencionales, se generd una linea celular
BHK21 que expresaba el Factor IX Humano que contenia la mutacion R338A
(FIX-R338A) y se fabrico a escala para fermentacion en un reactor de perfusion
a escala de 15 |. La proteina FIX-R338A secretada presente en el medio se
purificd a una pureza del 98% por cromatografia de intercambio idnico. En

primer lugar 10 mg de la proteina FIX-R338A se intercambiaron de tampon a

93
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un Tampon de Reaccion (HEPES 25 mM, pH 7,7, NaCl 50 mM, CaCl, 10 miM,

Tween-80 al 0,01% p/v) usando una columna de desalinizacién de 5 ml HiTrap

(GE Healthcare) sobre un sistema de cromatografia AKTA-FPLC (GE

Healthcare) a un caudal de 1 ml/min. Las fracciones de proteina se recogieron
y se agruparon. El FIX se oxidd afadiendo metaperyodato de sodio (NalOy)
(Sigmay) recién preparado a partir de una solucién madre acuosa 400 mM a una
concentracion final de 0.5 mM. La oxidacion de FIX produce aldehidos

reactivos en los restos de carbohidrato de FIX que pueden modificarse por

- amino-oxi-PEG. La mezcla se incubd a 4 °C durante 80 minutos en la oscuridad

en un rotor. El NalQ4 se inactivé por la adicion de glicerol 2 M a una
concentracion final de glicerol 20 mM e incubacion adicional durante 15
minutos a 4 °C. La mezcla de reaccion de oxidacion se cargd directamente
sobre la columna de desalinizacion, de nuevo como se ha descrito
anteriormente, para separar el FIX oxidado del exceso de NalQ,, glicerol y
gliceraldehido, lo que podria interferir con la siguiente PEGilacion. A la solucién
FIX resultante oxidada (concentracién FIX ~ 0,6 mg/ml) se afiadid un exceso
molar de 5 veces sobre la proteina FIX de metoxi-PEG-30-oxiamina solida
(NOF cat n® SUNBRIGHT ME-300CA) y anilina 10 mM (solucién madre 1 M en
EtOH al 100%). La reaccién de PEGilacion se realizd durante 2 horas sobre
una plataforma giratoria a 4 °C. La mezcla de reaccion de PEGilacion se diluyé
a 1.1 con Tampoén de Reaccién y se carg6é sobre una columna de 1 ml de
Heparina HP HiTrap™ (GE) usando un sistema de cromatografia AKTA a un
caudal de 0,5 ml/min para purificar el FIX PEGilado. E|l PEG libre no se unié a
la columna de heparina. El FIX PEGilado se separo del FIX no PEGilado por

elucién en gradiente (Tampon B del 0-100% durante 20 min). El Tampén A era
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el Tampon de Reaccién y el Tampén B era HEPES 25 mM, pH 7,7, NaCl 500
mM, CaCl, 20 mM, Tween-80 al 0,01% p/v). Primero se eluy6 el FIX PEGilado,
seguido de elucién del FIX no PEGilado. Las fracciones que contenian
principalmente el FIX monoPEGilado se agruparon y se sometieron a
cromatografia de exclusién de tamarno (SD200) para separar adicionalmente el
FIX-R338A monoPEGilado, el FIX-R338A diPEGilado y el FIX-R338A libre. Las
fracciones que contenian el FIX monoPEGilado homogéneo al 95% se
recogieron, se concentraron y se dializaron de nuevo en un tampén de
formulacion (NaCl 0,234%, histidina 8 mM, sacarosa al 0,8%, glicina 208 mM,
Tween-80 al 0,004%), se dividieron en alicuotas y después de congelar
rapidamente se conservaron a -80 °C. La concentracién de proteina de FIX-
R33BA GlucoPEGilada se determind midiendo el valor Ayg {(coeficiente de
extincién de 13,3 (mg/ml)'com™). La actividad especifica se calculé a partir de
la concentracion de proteina y de los ensayos cromogénico y de TTPa para
FIX (usando 4&cido eldgico como activador). Ambos ensayos, usados
comercialmente, produjeron FIX de tipo silvestre recombinante para generar la
curva patrén. Controles del material de partida (FIX-R338A). Los datos
mostrados en la Tabla 7 indican que el FIX-R338A glucoPEGilado tuvo entre el

34% y el 80% de la actividad del material de partida, dependiendo del ensayo.
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Tabla 7: Actividad de coagulacién in vitro de FIX-R338A GlucoPEGilado

homogéneo al 95% usando amino-oxi PEG y condiciones optimizadas

Actividad especifica| Actividad especifica

Proteina mediante ensayo mediante ensayo
TTPa (IU/mg) cromogénico{lU/mg)
FIX-R338A 1512 1174
FIX-R338A GlucoPEGiado 579 942

Actividad especifica como porcentaje

% de FIX-R338A con
respecto a FIX-R338A 34 % 80 %
GlucoPEGilado

Ejemplo 14: Perfil farmacocinético de FIX-R338A glucoPEGilado

 Se administré FIX-R338A glucoPEGilado, FIX-R338A o FIX de tipo
silvestre recombinante (rFIX) a ratas normales o a ratones con Hemofilia B por
inyeccion intravenosa. El nivel de proteina FIX circulante se midié a io largo del
tiempo usando un ensayo basado en ELISA. En ratas normales el perfil
farmacocinético de FIX-R338A glucoPEGilado mejoro significativamente en
comparacion tanto con FIX-R338A como con rFIX (Figura 1).

En ratones con Hemofilia B el perfil farmacocinético de FIX-R338A
glucoPEGilado también mejoré significativamente en comparacion tanto con
FIX-R338A como con rFIX (Figura 2).

A partir de estos estudios los parametros farmacocinéticos calculados
(Tablas 8 y 9) indican que FIX-R338A glucoPEGilado tuvo una mejora en la

semivida (T1/2) terminal de aproximadamente 1.4 veces en ratas y de 1,5

8o
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veces en ratones. La eliminacién (EL) global se redujo de 3 a 4 veces en ratas

y de 6 a 8 veces en ratones. Tanto el area bajo la curva normalizada en

relacion con la dosis (ABCnorm) como el tiempo de residencia medio (TRM)

también aumentaron en las dos especies.

Tabla 8: Parametros farmacocinéticos para FIX-R338A glucoPEGilado en

ratas
Proteina T1/2 (h) EL Vss(ml/kg) | ABCnorm | TRM (h)
{ml/h/kg) (kg/hil)
rFIX 11 22 195 47 9
FIX-R338A 11 32 240 31 7.5
FIX-R338A
15 8 156 130 20,5

GlucoPEGilado

Tabla 9: Parametros farmacocinéticos para FIX-R338A glucoPEGilado en ratones con

Hemofilia B
Proteina T1/2 (h) EL Vss(ml/kg) | ABCnorm | TRM ({h}
{miih/kg) (kg/h/l)

rFIX 17,5 32,6 535 30,7 16,4
FIX-R338A 17,2 42,6 661 23,5 15,5
FIX-R338A

26,5 5,31 188 188 35,3
GlucoPEGilado

La actividad de FIX también se determind en muestras de plasma

procedentes de los ratones con hemofilia B a diferentes tiempos después de
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inyeccion intravenosa de cualquiera de rFIX, FIX-R338A o FIX-R338A
glucoPEGilado, como se muestra en la Figura 3. Para la motécula FIX-R338A
PEGilada, estos datos demuestran un perfil farmacocinético significativamente
mejorado por la actividad.
Ejemplo 15: La anilina como catalizador para la PEGilacién del Factor IX

Para evaluar la anilina como un catalizador para la conjugacién de restos
polimericos, tales como PEG, a azlcares sobre proteinas, incluyendo FIX, la
proteina FIX de tipo silvestre recombinante se PEGIl6, como se describe en el
ejemplo 11, excepto que se realizé una reaccién que contenia anilina 10 mM
mientras que se realizé una segunda reaccion idéntica sin la adicion de anilina.
La evolucién de la reaccion de PEGilacion se controld por analisis sobre SDS-
PAGE (Figura 4). En presencia de anilina, la eficacia de la PEGilacién, como se
pone de manifiesto por la conversién de la proteina FIX libre de 55 kDa a
formas de mayor peso molecular, aumenté. La cuantificacion de gel indicé que
después de una reaccion de 18 horas solamente el 18% de FIX libre se PEGIlé
en ausencia de anilina mientras que el 73% de FIX libre se PEGIi6 en
presencia de anilina, lo que demuestra que la anilina mejora la tasa de
conjugacion de PEG.
Ejemplo 16: Conjugacion polimérica especifica de sitio en azticares del
Factor IX por mutacién en N157 o en N167

El Factor IX contiene dos sitios de glucosilacion ligados a N localizados
en N157 y en N167 y durante la expresion de las proteinas en células de
mamiferos, los glucanos que se afiaden en estos sitios contienen la mayoria de
los restos de acido sialico presentes en los glucanos totales del Factor I1X. La

conjugacion de polimeros, tales como PEG, a los acidos sialicos del Factor 1X,

&2
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como se describe en los ejemplos 9 a 15, puede producirse en cualquiera o en
ambos de los glucanos unidos a N157 y a N167. Seria deseable, desde una
perspectiva farmécéutica, producir un Factor IX conjugado con polimeros en el
que el polimero esté unido solo a uno de los dos sitios de glucosilacién ligados
a N porque diché producto seria mas homogéneo. El Factor IX que contiene la
mutacién R338A se mutd para cambiar cualquiera de N157 a A157 o N167 a
A167, eliminando asi cada uno de los sitios de glucosilacién ligados a N. Se
predijo que N157Q y N167Q eran mutaciones alternativas que eliminaban los
sitios de glucosilacién ligados a N respectivos debido a la similitud estructural
entre los restos de asparagina (N} y de glutamina (Q). La expresién de R338A-
N157A y R338A-N167A en células BHK21 y ia medicién del nivel de antigeho
por ELISA y la actividad mediante ensayo TTPa en los sobrenadantes de
cultivo celulares demostré que la muteina N167A tenia una actividad especifica
similar (expresada como Ul por mg de proteina FIX) a la de la proteina parental
FIX-R338A (Tabla 10). Por otro lado, la muteina N157A mostré uha actividad

especifica 1,7 veces mayor que la de la proteina FIX-R338A parental (Tabla

10). Una actividad especifica similar 1,‘7 veces mayor se midié para la proteina

FIX-R338A-N157A purificada en comparacion con la proteina FIX-R338A
(Tabla 10). Por o tanto, la mutacion de N157, tal como N157A o N157Q, para
eliminar el sitio de glucosilacién ligado a N en N157 y por tanto permitir la
conjugacion polimérica preferencialmente en N167 se prefiere sobre
mutaciones en N167 con el fin de generar una proteina homogénea del Factor

IX conjugada con polimeros.

&2
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Tabla 10: Actividad especifica de muteinas N157A y N167A en

sobrenadantes de cuitivo celular y proteinas purificadas (NE: no

ensayada)
Actividad Especifica Veces
Fuente de proteina| Proteina FIX
(IU/mg) R338A
Cultivo celular FIX-R338A 319 -
Sobrenadantes  [FIX-R338A-N167A 320 0,99
FIX-R338A-N157A 529 1,66
Proteina purificada FIX-R338A 1297 -
FIX-R338A-N167A NE -
FIX-R338A-N157A 2230 1,72

Todas las publicaciones y patentes mencionadas anteriormente en la
memoria descriptiva se incorporan, por referencia, en el presente documento.
Para los expertos en la 'materia seran evidentes diversas modificaciones y
variaciones de los procedimientos descritos de la invencién sin alejarse del
ambito y espiritu de la misma.

Aungue la invencion se ha descrito junto con realizaciones especificas,
debe entenderse que la invencién que se reivindica no debe limitarse
solamente a dichas realizaciones especificas. De hecho, se pretende que las
diversas modificaciones de los modos descritos anteriormente, para realizar la
invencion, que sean obvias a los expertos en el campo de la bioquimica o en
campos relacionados, estan incluidas dentro del alcance de las siguientes
reivindicaciones. Los expertos en la materia reconoceran, o podran determinar,

usando solo experimentacion rutinaria, muchos equivalentes para las

8¢
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realizaciones especificas de la invencion descrita en el presente documento.
Se pretende que dichos equivalentes estén incluidas en las siguientes

reivindicaciones.

&5
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido del Factor IX que comprende una secuencia de
aminoacidos que se ha modificado introduciendo una 0 mas sustituciones de

aminoacidos.

2. El polipéptido de la reivindicacién 1, en el que dicho polipéptido

comprende una sustitucion de aminoacido en el resto 86.

3. El polipéptido de la reivindicacién 1, en el que dicho polipéptido
comprende una o mas sustituciones de aminoécidos seleccionadas de los

restos de aminoacidos 85, 86 y 87.

4, El polipéptido de la reivindicacién 1, en el que dicho polipéptido
comprende una o mas sustituciones de aminodcidos seleccionadas de los

restos de aminoacidos 85, 86, 87, 338 y 410.

5. El polipéptido de la reivindicacion 4, en el que la una o mas sustituciones
de aminoacidos se seleccionan de: D85F; D85G; D85H; D85I; D85M; D85N;
D85R; D85S; D85W, D85Y; VB6A; VBBD; VBBE, V86G; V86H; V88! V86L:
V86M; V86N, V86P; V86Q; VB6R; V8BS, V86T, T87F; T87I; T87K; T87M;
T87R; T87V, T87W,; R338A; R338F: R338!; R338L; R338M; R338S; R338T:
R338V; R338W,; E410N; E410Q; D85W y T87R; D85F y T87I; D85W y TB7W;
D85R y T8SR; D85l y T87R; D85Y y T87F; D85I y T87M; D85F y TB7R; D85F y
T87V, D85R y T87K; D85H y T87I; D85l y T871; D85Y y T87K; D85S y T87R;
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D85Y y T87R; D85G y T87K; D85H y T87W; D85H y T87K; D85F y T87K:
D85H y T87V; D85M y T87I; D85H y T87M; R338A y E410N; R338A y E410Q;
D85W, VBBA y T87R; D85F, VBBA y T87I; DB5W, VBBA y T87W: D85R, VB6A y
T85R; D85I, V86A y T87R; D85Y, VB6A y T87F; D85I, V86A y T87M; D8SF,
VBBA y TB7R; D85F, V86A y T87V; D85SR, V86A y T87K; D85H, V86A y T87I:
D851, VB6A y T871; D85Y, V8BA y T87K; D85S, V86A y T87R; D85Y, V86A y
T87R; D85G, VB6A y T87K; D8SH, V86A y T87W; D85H, V86A y T87K; D85F,
VBGA y TB7K; D85H, VB6A y T87V: DS5M, VB6A y T87: DBSH, V8sA y
T87M;D85W, V86A, T87R y R338A; DB5F, VB6A, T87I y R338A; D85W, VE6A,
T87W y R338A; D85R, VB6A, T85R y R338A; D85|, V86A, T87R y R338A,
D85Y, V86A, TB7F y R338A; D85I, VBBA, T87M y R338A; D85F, V8GA, TB7R y
R338A; D85F, V86A, T87V y R338A; DB5R, VB6A, T87K y R338A: DB5H,
V86A, T871 y R338A; D85I, V86A, T87| y R338A; D85Y, VBBA, T87K y R338A,
D85S, VB6A, TB7R y R338A; DB5Y, V86A, T87R y R338A; D85G, V86A, T87K
y R338A; DBEH, V86A, TBTW y R338A; D85H, V86A, T87K y R338A; D85F,
VB6A, T87K y R338A; D85H, VB6A, T87V y R338A; D85M, VB6A, T87I y
R338A; D85H, V86A, T87M y R338A; D85W, V86A, T87R, R338A y E410N:
D85F, VB6A, T87I, R338A y E41ON; D85W, VB6A, T87W, R338A y E410N:
D85R, V86A, T85R, R338A y E410N; DB85I, V86A, T87R, R338A y E410N:
D85Y, V86A, T87F, R338A y E410N; D85I, V86A, T87M, R338A y E410N;
D85F, V86A, T87R, R338A y E410N; D85F, V86A, T87V, R338A y E410N:
D85R, V86A, T87K, R338A y E410N; D85H, VB6A, T87l, R338A y E410N:
D85I, V86A, T87I, R338A y E410N; D85Y, V86A, T87K, R338A y E410N:
D85S, VBBA, T87R, R338A y E410N; D85Y, V86A, T87R, R338A y E410N;
D85G, VB6A, T87K, R338A y E410N; D85H, V86A, T87W, R338A y E410N:

=
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D85H, V86A, T87K, R338A y E410N; D85F, V86A, T87K, R338A y E410N;
D85H, VB6A, T87V, R338A y E410N; D85M, V86A, T87I R338A y E410N;
D85H, VB6A, T87M, R338A y E410N; D85W, V86A, T87R, R338A y E410Q;
D85F, VBBA, T871, R338A y E41 0Q; D85W, VB86A, T87W, R338A y E410Q;
D85R, VBEA, T85R, R338A y E410Q; D85I, V86A, T87R, R338A y E410Q;
D85Y, V86A, T87F, R338A y E410Q; D85l, V86A, T87M, R338A y E410Q;
D85F, VB6A, T87R, R338A y E410Q; D85F, V86A, T87V, R338A y E410Q;
D85R, VB6A, T87K, R338A y E410Q; D85H, V8BA, T87I, R338A y E41-0Q;
D851, V8BA, T87I, R338A y E410Q; D85Y, V86A, T87K, R338A y E410Q;
D85S, VBBA, T87R, R338A y E410Q; D85Y, V86A, T87R, R338A y E410Q;
D85G, VBBA, T87K, R338A y E410Q; D85H, V86A, T87W, R338A y E410Q;
D85H, V86A, T87K, R338A y E410Q; D85F, V86A, T87K, R338A y E410Q;
D85H, VB6A, T87V, R338A y E410Q; D85M, V86A, T87I, R338A y E410Q;
D85H, VB6A, T87M, R338A y E410Q; y cualquier combinacién de las mismas.

6. Un polipéptido del Factor [X que comprende la secuencia de

aminoacidos
YNSGKLEEFVQGNLERECMEEKCSFEEAREVFENTERTTEFWKQYVDGD
QCESNPCLNGGSCKDDINSYECWCPFGFEGKNCELXg5XgsXs7CNIKNGR
CEQFCKNSADNKVVCSCTEGYRLAENQKSCEPAVPFPCGRVSVSQTSKL
TRAETVFPDVDYVNSTEAETILDNITQSTQSFNDFTRVVGGEDAKPGQFP
WQVVLNGKVDAFCGGSIVNEKWIVTAAHCVETGVKITVVAGEHNIEETEH
TEQKRNVIRIIPHHNYNAAINKYNHDIALLELDEPLVLNSYVTPRICIADKEYTN
IFLKFGSGYVSGWGRVFHKGRSALVLQYLRVPLVDRATCLX338STKFTIY
NNMFCAGFHEGGRDSCQGDSGGPHVTEVEGTSFLTGIISWGEECAMKG

és
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KYGIYTKVSRYVNWIKX41gKTKLT (SEC 1D N 2);.
en la que Xgs se seleccionade D, F, G, H, I, M, N, R, S, WeY;
en la que Xgs se seleccionade A/ D, E, G, H, ILL,M,N,P,Q R, S, T y
\z
en la que Xg; se seleccionadeF, I, K, M, R, T, Vy W,
en la que Xas se seleccionade A F, I LM, R, S, T, Vy W,

en la que X449 se seleccionade E, Ny Q.

7. El polipéptido de cualquiera de ilas reivindicaciones 1 a 6, que

comprende adicionalmente uno o mas sitios de glucosilacion.

8. Una preparacion farmacéutica que comprende el polipéptido del Factor
[X de wuna cualquiera de las reivindicaciones 1-7 y un vehiculo

farmacéuticamente aceptable.

9. Un procedimiento para el tratamiento de la hemofilia B que comprende
administrar a un sujeto que Io necesita una cantidad terapeuticamente eficaz de

la preparacion farmacéutica de la reivindicacion 8.

10.  Una secuencia de ADN que codifica el polipéptido de una cualquiera de

las reivindicaciones 1-7.

11. Una céluia huésped eucariota transfectada con la secuencia de ADN de
acuerdo con la reivindicacion 10 de manera que permita a la célula huésped

expresar un polipéptido del Factor IX.
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12. Un procedimiento para producir un polipéptido del Factor IX que
comprende (i) modificar la secuencia de aminoacidos del polipéptido
introduciendo una o mdas sustituciones de aminoacidos; (i) expresar el

polipéptido en una linea celular y (iii) purificar e! polipéptido.

13.  El palipeptido de la reivindicacion 7, que comprende adicionalmente uno

o mas restos de azucar unidos a dicho uno o0 mas sitios de glucosilacion.

14.  El polipéptido de la reivindicaciéon 13, en el que el uno o mas restos de

azucar es acido sialico.

14. Un conjugado que comprende a) el polipéptido de la reivindicacién 13 o

14 y b) uno o mas restos poliméricos unidos covalentemente al mismo.

15, El conjugado de la reivindicacién 14, en el que el uno o mas restos

polimericos estan unidos covalentemente a uno o mas restos de azlcar.

16.  El conjugado de la reivindicacion 15, en el que el uno o mas restos
poliméricos se seleccionan del grupo que consiste en un poli(alquilengliéol),
poli(propilenglicol) ("PPG"), copolimeros de etilenglicol y prbpilenglicol y
similares, poli(poliol oxietilado), poli{alcohol olefinico), poli{vinilpirrolidona),
poli(hidroxialquilmetacrilamida), poli(hidroxialquilmetacrilato), poli(sacaridos),
poli(alfa-hidroxiacido), poli{alcohel vinilico), polifosfaceno, polioxazolina, poli{N-
acriloilmorfolina), acido polisidlico, almidén hidroxietilico (HES), o6xido de

polietileno, oxidos de alquil-polietileno, 6xidos de bispolietileno, copolimeros o

o
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copolimeros en bloque de odxidos de polialquileno, poli(etilenglicol-co-

propilenglicol}, poli(N-2-(hidroxipropil)metilacrilamida) y dextrano.

17. El conjugado de [a reivindicaciéon 16, en el que el uno o méas restos

poliméricos son poli(alquilenglicol).

18.  El conjugado de la reivindicacién 17, en el que el poli(alquilenglicol) es

polietilenglicol (PEG).

19.  Un conjugado que comprende:
a) un polipéptido del Factor 1X que comprende una secuencia de
aminodcidos que se ha modificado introduciende una o mas sustituciones
de aminodcidos, en la que al menos una sustitucién de aminoacidos esta
en el resto 338;
b) uno o mas restos de azlcares unidos a dicho uno o mas sitios‘de
glucositacién; y

C) uno 0 mas restos poliméricos unidos covalentemente a uno ¢ mas restos

de azucar.

20.  El conjugado de la reivindicacion 19, en el que dicha sustitucién en el
resto 338 se selecciona del grupo que consiste en R338A, R338F, R338l,
R338L, R338M, R338S, R338T, R338V y R338W.

21.  El conjugado de la reivindicacion 19 6 20, en el que dicho polipéptido

comprende adicionalmente una o mas sustituciones de aminoécidos

Pl
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seleccionadas de los restos de aminoacidos 157 y 167.

22.  El conjugado de la reivindicacion 21, en el que dicha sustitucién en el

resto 157 se selecciona del grupo que consiste en N157A y N157Q.

23.  El conjugado de fa reivindicacién 21, en el que dicha sustitucién en el

resto 167 se selecciona del grupo que consiste en N167A y N167Q.

24, Un procedimiento para mejorar la conjugacion de un resto polimérico con
un polipéptido que comprende: a) proporcionar un polipéptido con uno mas
sitios de glucosilacion, en el que el sitio de glucoéilécic’m comprende unc mas
acidos sialicos; b) oxidar dichos acidos sidlicos de dicho polipéptido; c)
proporcionar un catalizador y d) unir covalentemente un resto polimérico que
comprende un grupo amino-oxi funcional con dichos acidos sialicos oxidados;

por medio de lo cual la tasa de conjugacién aumenta.

25.  El procedimiento de la reivindicacion 24 en el que dicho catalizador se
selecciona del grupo que consiste en anilina y derivados de anilina tales como

0-Cl-, p-Cl, 0-CH30-, p-CH30- y p-CH3-anilina.

26.  El procedimiento de la reivindicacion 24, en el que dicha tasa de

conjugacion esta aumentada con relacion a sin el catalizador.

72



86
RESUMEN

La invencion se refiere a polipéptidos del Factor IX modificados tales
como polipéptidos del Factor IX con una o mas sustituciones de aminoacidos.
La invencion también se refiere a procedimientos para fabricar polipéptidos del
Factor IX modificados y a procedimientos para el uso de polipéptidos del Fgctor

IX modificados, para tratar, por ejemplo, pacientes afectadps de hemofilia B.
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BHC105004_5T25
LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Bayer HealthCare LLC
Brooks, Alan
Patel, chandra
Jiang, Xiaogiao
Gritzan, Uwe
Apeler, Heiner
wang, Jun

<120> POLIPEPTIDOS DEL FACTOR IX MODIFICADOS Y USOS DE LOS MISMOS
<130> 8HC 10 5 004

<150> us 61/230.551
<151> 31-07-2009

<160> 57

<170> PatentIn versidn 3.5
<210> 1

<211> 415

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Tyr Asn Ser Gly Lys Leu Glu Glu Phe V81 GIn Gly Asn Leu Glu Arg
1 5 1 15

Glu Cys Met Glu Glu Lys Cys Ser phe Glu Glu Ala Arg Glu val Phe
20 25 30

Glu Asn ;?r Glu Arg Thr Thr Glu Phe Trp Lys Gln Tyr val Asp Gly
40 45

Asp §1n Cys Glu Ser Asn Pro Cys Leu Asn Gly g1y ser Cys Lys ASp
0 55 0

Asp Ile Asn Ser Tyr Glu Cys Trp Cys Pro Phe Gly Phe Glu Gly Lys
65 70 75 ' 80

Asn Cys Glu Leu Asp val Thr Cys Asn §1e Lys Asn Gly Arg Cys Glu
85 . 0 a5

GIn Phe Cys Lys Asn Ser Ala Asp Asn Lys val val Cys ser Cys Thr
100 105 110

Glu Gly Tyr Arg Leu Ala Glu Asn Gln Lys Ser Cys Glu Pro Ala val
115 120 125

Pro Phe Pro Cys Gly Arg val Ser val Ser GIln Thr Ser Lys Leu Thr
130 135 140

Pagina 1

93



Arg

Ala

Asp

Pro

Ser

Thr

225

Thr

His

Leu

Cys

Leu

Phe

His

Ala

Glu

Phe

Trp

1le

210

Gly

Glu

Asn

Glu

Ile

290

Tyr

val

Arg

His

val

370

Gly

Glu

Thr

Thr

Gln

195

val

val

His

Tyr

Leu

275

Ala

val

Leu

Ser

Thr

Glu

Thr

Ile

Asn

Lys

Thr

Asn

260

Asp

Asp

Ser

Gln

Thr

340

Gly

Glu

Glu

val

Leu

165

val

val

Glu

Ile

Glu

245

Ala

Glu

Lys

Gly

Tyr

325

Lys

Gly

val

Cys

Phe

150

Asp

val

Leu

Lys

Thr

230

Gln

Ala

Pro

Glu

Trp

310

Leu

Phe

Arg

Glu

Ala
390

Pro

Asn

Gly

Asn

Trp

215

val

Lys

Ile

Leu

Arg

Thr

Asp

Gly

Met

AsSp

Ile

Gly

Gly

200

Ile

val

Arg

Asn

val

280

Thr

Arg

val

Ile

Ser

360

Thr

Lys

BHC105004_sT25

val Asp Tyr val Asn
155

Thr

Glu

185

Lys

val

Ala

Asn

Asn

val

Pro

Tyr

345

Cys

ser

Gly

Gln

170

Asp

val

Thr

Gly

val

250

Tyr

Asn

Phe

Leu

330

Asn

Gin

Phe

Ser

Ala

Asp

Ala

Asn

ser

Phe

His

315

val

Asn

Gly

Leu

Thr

Lys

Ala

Ala

220

His

Arg

His

Tyr

Leu

300

Lys

Asp

Met

Asp

Thr
380

Lys Tyr Gly

395

Pagina 2

Gln

Pro

Phe

205

His

Asn

Ile

Asp

val

285

Lys

Gly

Arg

Phe

Ser

365

Gly

Ser

Ser

Gly

Ccys

Cys

Ile

Ile

Ile

270

Thr

Phe

Arg

Ala

Cys

350

Gly

ITe

Tyr

Thr

Phe

175

GIn

Gly

val

Glu

Pro

Glu
160
Asn
Phe
Gly
Glu
Glu
240

His

255

Ala

Pro

Gly

Ser

Thr

335

Ala

Gly

Ile

Thr

Leu

Ile

Ser

Ala

320

Cys

Gly

Pro

Ser

Lys
400



BHC105004_sT25

val Sser Arg Tyr Vag Asn Trp Ile Lys Glu Lys Thr Lys Leu Thr
.40

410
<210> 2
<211> 415
<212> PRT
<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Variantes de FIX

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (85)..(8%)

<223> X se selecciona de D, F, G, H, I, M,

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (86)..(86)

<223> X se selecciona de A, D, E, G, H, I,
v

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (87)..(87)

<223> X se selecciona de F, I, K, M, R, T,

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (338)..(33®)

<223> X se selecciona de A, F, T, L, M, R,

<220>

<221> MISC_FEATURE

«222> (410)..(410)

<223> X se selecciona de E, N y Q

<400> 2

Tyr Asn Ser Gly Lys Leu Glu Glu Phe val Gln
1 5 10
Glu Cys Met Glu Glu Lys Cys Ser Phe Glu Glu
20 25
Glu Asn Thr Glu Arg Thr Thr Glu Phe Trp Lys
35 40

Asp Gln Cys Glu Ser Asn Pro Cys Leu Asn Gly
50 55

Asp Ile Asn Ser Tyr Glu Cys Trp Cys Pro Phe
65 70 75

415

N, R, 5, We Yy

L, M, N, P, Q, R, 5, Ty

Vyw

S, T, VyWw

Gly Asn Leu

Ala Arg Glu
30

Gln Tyr val
45

Gly Ser Cys
60

Gly Phe Glu

Pagina 3

Glu

15

val

Asp

Lys

Arg

Phe

Gly

AsSp

Lys
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AsSn

GTn

Glu

Pro

ASp

Pro

ser

Thr

225

Thr

His

Leu

Cys

Cys

Phe

Gly

Phe

130

Ala

Glu

Phe

Trp

Ile

210

Gly

Glu

Asn

Glu

Ile

290

Tyr

val

Glu

Cys

Tyr

115

Pro

Glu

Thr

Thr

Gln

195

val

val

His

Tyr

Leu

275

Ala

val

Leu

Leu

Lys

100

Arg

Cys

Thr

Ile

Arg

val

Asn

Lys

Thr

Asn

260

Asp

Asp

ser

Gln

Xaa

85

Asn

Leu

Gly

val

Leu

165

val

val

Glu

Ile

Glu

245

Ala

Glu

Lys

Gly

Tyr

Xaa

Ser

Ala

Arg

Phe

150

Asp

val

Leu

Lys

Thr

230

Gln

Ala

Pro

Glu

Trp

310

Leu

Xaa

Ala

Glu

val

135

Pro

Asn

Gly

Asn

Trp

215

val

Lys

Ile

Leu

Tyr

295

Gly

Arg

Cys

Asp

ASnh

120

Ser

Asp

Ile

Gly

Gly

ile

val

Arg

AsSn

val

280

Thr

Arg

val

BHC105004_5T25
Asn Ile Lys Asn Gly Arg

Asn

105

Gln

val

val

Thr

Glu

185

Lys

val

Ala

Asn

Asn

val

Pro

90

Lys

LYys

ser

ASp

Gln

170

Asp

val

Thr

Gly

val

250

Tyr

Asn

Ile

Phe

Leu
330

val val Cys

Ser

Gln

Tyr

155

Ser

Ala

Asp

Ala

Asn

Ser

Phe

His

315

val

Cys

Thr

140

val

Thr

Lys

Ala

Ala

220

His

Arg

His

Tyr

Leu

300

Lys

Asp

Pagina 4

Glu

125

Ser

Asn

GIn

Pro

Phe

205

His

Asn

Ile

Asp

val

285

Lys

Gly

Arg

ser

110

Pro

Lys

ser

Ser

Gly

Cys

Cys

Ile

Ile

Ile

270

Thr

Phe

Arg

Ala

Cys

Ala

Leu

Thr

Phe

175

Gln

Gly

val

Glu

Pro

255

Ala

Pro

Gly

ser

Thr
335

Glu

Thr

val

Thr

Glu

160

Asn

Phe

Gly

Glu

Glu

240

His

Leu

Ile

Ser

Ala

320

Cys

lof



BHC105004_5T25

Leu Xaa Ser Thr Lys phe Thr Ile Tyr Asn

340 345

Phe His Glu Gly Gly Arg Asp Ser Cys Gln

355 360

His val Thr Glu val Glu Gly Thr Ser Phe

370

Trp Gly Glu Glu Cys Ala Met Lys Gly Lys

385

<210>
<211>

390
val ser Arg Tyr val Asn Trp Ile Lys Xaa
405 410
3
35
ADN

<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

Secuencia Artificial

Cebador FIXF1l §°'
3

atcataagct tgccaccatg cagegegtga acatg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

4

33

ADN

Secuencia Artificial

Cebador FIXR3 3!
4

atcataagct tgattagtta gtgagaggcc ctg

<210>
<211>
<212>
<Z213>

<220>
<223>

<400>

5

47

ADN

Secuencia Artificial

Cebador v86a
5

Asn Met Phe

Gly Asp Ser
365

Leu Thr Gly
380

Tyr Gly Ile
395

Lys Thr Lys

aggaaagaac tgtgaattag atgccacatg taacattaag aatggca

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

6

47

ADN

Secuencia Artificial

Pagina §

cys
350

Ala Gly

Gly Gly Pro

Ile

Tyr

Leu

Ile

Thr

Thr
415

ser

Lys

35

33

47
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<223
<400>

BHC105004_sT25
Cebador v86a

6

tgccattctt aatgttacat gtggcatcta attcacagtt ctrtect

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

7

47

ADN

Secuencia Artificial

Cebador v86pP
7

ggaaagaact gtgaattaga tcccacatgt aacattaaga atggcag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

3

47

ADN

Secuencia Artificial

Cebador v86pP
8

ctgccattct taatgttaca tgtgggatct aattcacagt tctttce

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400

9

47

ADN

Secuencia artificial

Cehador v86E
9

ggaaagaact grgaattaga tgagacctgt aacattaaga atggcag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

10

47

ADN

Secuencia Artificial

Cebador V86E
10

ctgccattct taatgttaca ggtctcatct aattcacagt tctttce

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<Z223>

<400>

11
47
ADN
Secuencia Artificial

Cebador v86s

11
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BHC105004_5T25

ggaaagaact gtgaattaga tagcacctgt aacattaaga atggcag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

12

47

ADN

Secuencia Artificial

Cebador v86s
12

ctgccattct taatgttaca ggtgctatct aattcacagt tctttec

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

13

47

ADN

Secuencia Artificial

Cebador VB86I
13 '

ggaaagaact gtgaattaga tatcacctgt aacattaaga atggcag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

14
47
ADN
Secuencia Artificial

Cebador v861
14

ctgccattct taatgttaca ggtgatatct aattcacagt tctttcc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

15

47

ADN

Secuencia Artificial

Cebador V86R
15

ggaaagaact gtgaattaga tagaacctgt aacattaaga atggcag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

16
47
ADN
Secuencia Artificial

Cebador V86R
16

Ctgccattct taatgttaca ggttctatct aattcacagt tctttec

Pagina 7

47

47

47

47

47

47



BHC105004_5T25

<210> 17

<211> 47

<212> ADN _

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador v86Q

<400> 17

ggaaagaact gtgaattaga tcagacatgt aacattaaga atggcag

<210> 18

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador V86Q

<400> 18

ctgccattct taatgttaca tgtctgatct aattcacagt tctttecc

<210> 19

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador V86T

<400> 19

ggaaagaact gtgaattaga taccacctgt aacattaaga atggcag

<210> 20

<211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial
<220>

<223> Cebador vB86T

<400> 20

ctgccattct taatgttaca ggtggtatct aattcacagt tetttec

<210> 21

<Z211> 47

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador v86D

<400> 21
ggaaagaact gtgaattaga tgacacctgt aacattaaga atggcag

<210> 22
<211> 47
<212> ADN
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<213>

<220>
<223>

<400>

) BHC105004_5ST25
Secuencia Artificial

Cebador V86D
22

ctgccattct taatgttaca ggtgtcatct aattcacagt tctttecc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

23

47

ADN

Secuencia Artificial

Cebador v86H
23

ggaaagaact gtgaattaga tcacacctgt aacattaaga atggcag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

24
47
ADN
Secuencia Artificial

Cebador v86H
24

ctgccattct taatgttaca ggtgtgatct aattcacagt tectttee

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

25

47

ADN

Secuencia Artificial

Cebador V86N
25

ggaaagaact gtgaattaga taacacctgt aacattaaga atggcag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

26
47
ADN
Secuencia Artificial

Cebador v86N
26

ctgccattct taatgttaca ggtgttatct aattcacagt tctttec

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

27

47

ADN

Secuencia Artificial
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<223>
400>

- BHC105004_5T125
Cebador v86L

27

ggaaagaact gtgaattaga tctgacatgt aacattaaga atggcag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223

<400>

28
47
ADN
secuencia Artificial

Cebador v86L
28

ctgccattct taatgttaca tgtcagatct dattcacagt tctttec

<210>
<211>
<212>
<213>

<220
<223>

<400>

29
47
ADN
Secuencia Artificial

Cebador v86M
29

ggaaagaact gtgaattaga tatgacctgt aacattaaga atggcag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

30
47
ADN
Secuencia Artificial

Cebador v86M
30

ctgccattct taatgttaca ggtcatatct aattcacagt tctttec

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

31
47
ADN
Secuencia Artificial

Cebador v86Y
31

ggaaagaact gtgaattaga ttacacctgt aacattaaga atggcag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

32
47
ADN
Secuencia Artificial

Cebador v86Y

32
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ctgccattct taatgttaca ggtgtaatct aattcacagt tctttcc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

33

47

ADN

Secuencia Artificial

Cebador VB6K
33

ggaaagaact gtgaattaga taagacatgt aacattaaga atggcag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

34

47

ADN

Secuencia Artificial

Cebador v86K
34

ctgccattct taatgttaca tgtcttatct aattcacagt tctttce

<Z210>
<Z211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

35
47
ADN
Secuencia Artificial

Cebador VB6F
35

‘ggaaagaact gtgaattaga tttcacctygt aacattaaga atggcag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220
<223>

<400>

36
47
ADN
Secuencia Artificial

Cebador v86GF
36

ctgccattct taatgttaca ggtgaaatct aattcacagt tctttece

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

37
47
ADN
Secuencia Artificial

Cebador VB&C
37

ggaaagaact gtgaattaga ttgcacctgt aacattaaga atggcag
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

BHC105004_5T725
38
46
ADN
Secuencia Artificial

Cebador v86C
38

ctgccattct taatgttaca ggtgcaatct aattcacagt tctttc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

39
47
ADN
Secuencia Artificial

Cebador v86w
39

ggaaagaact gtgaattaga ttggacctgt aacattaaga atggcag

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

40
47
ADN
Secuencia Artificial

Cebador v86w
40

ctgccattct taatgttaca ggtccaatct daattcacagt tctttcc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

gaaggaaaga actgtgaatt agatggcacc tgtaacatta agaatggcag atgcg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

cgcatctgec attcttaatg ttacaggtgc catctaattc acagttcttt cctte

<210>
<211>
<212>

41

55

ADN

Secuencia Artificial

Cebador v86G

41

42
55
ADN
Secuencia Artificial

Cebador V866G
42

43
51
ADN
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<213>

<220>
<223>

<400>

o BHC105004_5T25
Secuencia Artificial

Cebador E410N
43

tcccggtatg tcaactggat taagaacaaa acaaagctca cttaatgaaa ¢

<210>
<211>
<212>
<213>»

<220>
<223>

<400>

44
51
ADN
Secuencia Artificial

Cebador E410N
44

ctttcattaa gtgagetttg ttttgttctt aatccagttg acataccggg a

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

45

51

ADN

Secuencia Artificial

Cebador E410Q
45

tcceggtatg tcaactggat taagcagaaa acaaagctca cttaatgaaa g

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

46
51
ADN
secuencia Artificial

Cebador E410Q
46

ctttcattaa gtgagctttg ttttctgett aatccagttg acataccggg a

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

47

52

ADN
Artificial

Cebador
47 :

ctgtttttcc tgatgtggac tacgtagcct ctactgaage tgaaaccatt ct

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>

48

44

ADN
Artificial
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<223> Cebador

<400> 48
gaagctgaaa ccattctaga tgccatcact caaagcaccc aate

<210> 49
<211> 45
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 49
cttgttgacc gagccacatg ccttgcatct acaaagttca ccate

<210> 50

<211> 45

<212> ADN

<213> aArtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 50
cttgttgacc gagccacatg ccttctgtct acaaagttca ccatc

<210> 51

<211> 39

<212> ADN

<213> Artificial
<220>

<223> Cebador
<400> 51

gaccgagcca catgeccttgt gtctacaaag ttcaccatc

<210> 52

<211> 48§

<212> ADN

<213> Artificial
<220>

<223> Cebador
<400> 52

gttgaccgag ccacatgcct tatctctaca aagttcacca tctataac

<210> 53

<211> 48

<212> ADN

<213> Artificial

<220>
<223> Ccebador

<400> 53
Pagina 14
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44

45

45

39

48



gttgaccgag ccacatgcet tttcrctaca a

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

BHC105004_sT25

54

45

ADN
Artificial

Cebador
54

cttgttgacc gagccacatg cctttggtct acaaagttca ccatc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

55

47

ADN
Artificial

Cebador

55

cacttgtiga ccgagccaca tgccttatgt ctacaaagtt caccatc

<Z210>
<211
<212>
<213>

<220>
<223>

<400

56

45

ADN
Artificial

Cebador
56

Cttgttgacc gagccacatg ccttagctct acaaagttca ccatc

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

57

42

ADN
Artificial

Cebador
57

gttgaccgag ccacatgcct tacctctaca aagttcacca tc
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PCT/US2016/044177

Vill-2-1 [Declaratlon: Entitlement to apply lor

and be granied a patent

Declaration as o the applicant’s in relation to this international

enlilement, as at the international filing 1i .

date, io apply for and be granted a application

patent (Rules 4.17(ii) and 51bis. 1 (a)(i)),

in & case where 1he declaraiion under

Rule 4.17{iv) is nol appropriate:

Name (LAST, First) BAYER HEALTHCARE LLC is entitled to
apply for and be granted a patent by
virtue of the following:

Vil-2-1( BAYER HEALTHCARE LLC is entitled as

) employer of the inventor, BROOKS, Alan

ym24ﬁ BAYER HEALTHCARE LLC is entitled as

) employer of the inventor, PATEL, Chandra

i‘)’"'-z-ﬂi BAYER HEALTHCARE LLC is entitled as
employer of the inventor, JIANG,
Xiaogiao

i‘)’“"“fi BAYER HEALTHCARE LLC was entitled as
employer of the inventor, APELER, Heiner

Vill-2-1(i

i}

BAYER HEALTHCARE LLC was entitled as
enmployer of the inventor, WANG, Jun

agd



PCT/US2010/044177

Vill-3-1

Declaration: Entitlement to clalm
priority

Declaralion as o the applicant's
entitlement, as at the international filing
date, to claim the priority of the earlier
application specified below, where the
applicant is not the applicant who lited
the earlier application or whare the
applicant’s name has changed since the
fiting of the earlier application (Rules
4.17(iti) and 51bis.1{a) i)

Name

in relation to this international
application

BAYER HEALTHCARE LLC

is entitled to claim priority of earlier
application No. 61/230,551 by virtue of
the following:

VIII-3-1(i
i}

BAYER HEALTHCARE LLC is entitled as
employer of the inventor, BROOKS, Alan

VII-3-1¢
i)

BAYER HEALTHCARE LLC is entitled as
employer of the inventor, PATEL, Chandra

VIl-346
i)

BAYER HEALTHCARE LLC is entitled as
employer of the inventor, JIANG,
Xiaogiao

N
N\
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DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS
PATENTE DE INVENCION _X_ PCT X MODELO DE UTILIDAD __ DISENQ INDUSTRIAL
{21) N° de sdlicitud: {22) Fecha de solicitud:
{51) Clasificacion Interacional :
(71)Solicitante (s) BAYER HEALTHCARE LLC

(72) inventorfes) BROOKS, Alan: PATEL, Chandra; JIANG, Xiaoqgiao; GRITZAN, Uwe; APELER, Heiner;
WANG, Jun

(74) Apoderado: JAIME EDUARDO DELGADO VILLEGAS
(30) Prioridad | {31) | No. Prioridad 32) | Fecha (33) |Pais
61/230,551 3110772009 us
(85) Fecha inicio fase nacional:  01/03/2012 .m | Publicacion intemacional
(86) Datos refativos a la presentacion de la solicitud PCT (87) |Fecha:  03-02-11 Fecha (dd/mmiaa)
Fecha de presentacion de la soficitud: 02 - 08 -10
No. de solicitud  PCTAUS10/044177 N® publicacion: WO 20111014890 A1

(54) Titulo: POLIPEPTIDOS DEL FACTOR IX MODIFICADOS Y USOS DE LOS MISMOS




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
TARJETA ARCHIVO TEMATICO
PATENTE DE INVENCION X _PCT _X__MODELO DE UTILIDAD =_DISEI";IO INDUSTRIAL __

(21) N° de solicitud:
(51) Clasificacion Intemaciona

(22) Fecha de solicitud:

{T1)Solicitants(s) BAYER HEALTHCARE LLC

2imentories): BROOKS, Alan: PATEL, Chandra; JIANG, Xiaogiao;
GRITZAN, Uwe; APELER, Heiner; WANG, Jun

74} Apoderado:  JAIME EDUARDO DELGADO VILLEGAS

Prioidad  (31)  No. Prioridad
61/230,551

{32) Fecha %) Pais
310712009 us

{85) Fecha limite inicio fase nacional:

-echa de presentacion de la solicitud:

{86) Datos relativos a la presentacion de la sofic. PCT Fecha: 03-02-11
No. de solicitud PCTIUS10/044177

01032012 (87} Publicacion intemacional:

02-08-10 No.Publicacion: WO 2011014890 Af

(54) Titwlo: POLIPEPTIDOS DEL FACTOR 1X MODIFICADOS Y USOS DE LOS MISMOS

afectados de hemofilia B.

(57) Resumen: La invencidn se refiere a polipéptidos del Factor IX modificados tales como polipéptidos del Factor 1X con una o
mas sustituciones de aminoécidos. La invencion también se refiere a procedimientos para fabricar polipéptidos del Factor I1X
modificados y a procedimientos para ¢ uso de polipéptidos del Factor 1X modificados, para tratar, por ejemplo, pacientes

CONTINUA AL RESPALDOD
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
) ., DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
Industria y Comercio EXTRACTO PARA PUBLICACION
SUFERINTENDENCIA SOLICITUD DE PATENTE DE INVENCION
(21) N° de solicitudt 1) Int CI

22) Fecha de sdlicitud;

{T1)Solicitarnte{s BAYER HEALTHCARE LLC
}
{(72) Iventories) BROOKS, Alan;

(30) Prioridad ~ (31)  No. Pricridad (32) Fecha (33) Pais PATEL, Chandra;
61/230,551 3110712009 us JIANG, Xiaoqgiao;
GRITZAN, Uwe;
APELER, Heiner;
WANG, Jun
(74) Apoderado. JAIME  EDUARDO  DELGADO
VILLEGAS
(85} Fecha limite inicio fase nacional: 01/03/2012 (87)Publicacion  Intemacional
Fecha {dd/mm/aa)
Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha; 03-02-11
Fecha de presentacion de la solicitud: 02-08-10
No. de solicitud PCTIUS10/044177 N° publicacion: ' WO 2011/014890 A1

{34} T  POLIPEPTIDOS DEL FACTOR IX MODIFICADOS Y USOS DE LOS MISMOS

Resumen:

La invencion se refiere a polipéptidos del Factor IX modificados tales como polipéptidos del
Factor IX con una o mas sustituciones de aminoacidos. La invencion también se refiere a
procedimientos para fabricar polipéptidos del Factor IX modificados y a procedimientos para
el uso de polipéptidos del Factor IX modificados, para tratar, por ejemplo, pacientes

afectados de hemofilia B.
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Completa

Incompleta D

PATENTE DE INVENCION PCT EEI MDDELQ DE UTILIDAD PCT D Art.33 Decision 486/00

i
'

, Circular Unica

K1 & (A

Indicacion que se solicita una PCT
Copia da ia sclicitud en espariol, tal como fue presentada inicialmente {
|

capitulo descriptivo,
reivindicatoric, resumen)

Dibujos b’e ser estos pertinente

Comprobante de pago de las tasas estableudas (de ser el caso farmato de descuento)

Completa I:EI ' Incompleta D

DISENO INDUSTRIAL [ ]

(Art. 118 Decisién 486/00)

L]
L]

L]
[ ]

Indicacian que se ollmta Dlseno industrial

Dalas dﬂ identificacion del sohc:ltante o de la persona qua presenia |a solisitud

Reprosen{acnon graftca ¥ fotpgraflca del Disefio industrial o muestra del material que incorpora el

disefio .

Comprobante de pago de Ias tasas establacidas

Completa I:] Incompleta D

ESQUEMA DE TRAZADO . lj_l

{Art. 92 Decision 486/00)

HENEEEN
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1
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