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Re: ixpediente No. 14-090.232
Solicitud de patente a nombre de CATALYST BIOSCIENCES, INC.

Yo, CAROLINA DAZA MONTALVO identificada como aparece al pic de mi firma,
domiciliada en la Carrera 11 No. 86-53, piso 6, obrando como apoderada de
conformidad con la sustitucion de poder otorgada a mi favor por la apoderada principal
y quc sc acompana en ¢l presente escrito, de la sociedad CATALYST
BIOSCIENCES, INC., domiciliada en California, Estados Unidos de América,
solicitante de la patente de la referencia, en respuesta al oficio No. 921 notificado por
fijacion en lista el 3 de Febrero de 2015, relacionado con concepto téenico de fondo,
para cuya respuesta fue necesario solicitar un plazo de 30 dias habiles mediante el
memorial del dia 28 de Abril de 2015, con ¢l cual ahora me permito manifestar lo
slpuiente.

12 Con fundamento en la facultad que confiere el articulo 34 de la Decision 486 al

|
|
| solicitante para modificar la solicitud de patente en cualquier momento del tramite,
presento junto con este memorial, un nuevo plicgo reivindicatorio el cual comprende
un total de 7 reivindicaciones, en donde se realizaron modificaciones por concepto de
claridad, en un esfuerzo por acelerar el wamite, junto con un nuevo capitulo descriptivo
en el que se corrigieron errores meramente tipograficos.

2. Modificacion del capitulo descriptivo

I'n ¢l nuevo capitulo descriptivo que se presenta junto con este escrito, se ha
modificado la segunda linea del segundo parrato de la pagina 324, en donde
anteriormente s¢ hacifa referencia a la mutacion de K297E. Esto fue un crror de

digitacion y se ha enmendado para divulgar ahora la mutacion de K197E.

Adicionalmente, en las tablas 16 y 21 se han corregido las mutaciones (numeracion
FVIT maduro) de los 1Ds CB558, CB559, CB562, CB563 vy CB564 como se muestra a

continuacion:
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D Mutacién Mutacién Corregida
~ (CB558 K197A K197E o
T CB559 K197K K197 A
CB562 K197D K199D
CB563 K197 K1991%
3 CB564 K197A K199A

istos errores son obvios, va que los residuos incorrectos no son consistentes con la
sccuencia del polipépdo VI y con la descripcion en la solicitud, incluyendo las
reivindicaciones. Ademas, la numeracion de quimotripsina si recita los residuos

COrecros.

3. Presentacidon de solicitudes fraccionarias

il articulo 36 de la Dec. 486 de la Comunidad Andina establece:

“Articulo 36.- Ff solicitante podrd, en cualguier momento del tramite, dividir su solicitnd
en dos o mds fraccionarias, pero ninguna de éstas podrd implicar una ampliacion de la

profeccion qute corvesponda a la divilpacion contenida en la solicitud inicial”

Con respecto a lo anterior, ¢l Sefor  FExaminador ha determinado  que  las
reivindicaciones 7 y 10 a 13 son rechazadas porque se sobreponen a la materia
mencionada ¢n las reivindicaciones de la solicitud de patente Colombiana No. (09-
11636. La reivindicacion 7 se  elimina, solucionando asi este  rechazo. lLas
reivindicaciones 10-13 de la presente solicitud, y las reivindicaciones 11-13 de Ia
solicitud de patente Colombiana No. 09-11636, se climinan, solucionando asi este

rechazo.

Asi pues, sc da por entendido que ya no existe superposicion de materia con la solicitud
parental No. 09-11636.

4. Excepcion a la patentabilidad

1 articulo 20, literal d) de la Dec. 486 de 1a Comunidad Andina establece:

“Articulo 20.- No serdn patentables: d) los métodos terapénticos o quirirgicos para el
tratamiento bumano o animal, asi como loy métodos de diagnéstico aplicados a los seres

humanos 0 a antmaler.”

Su Despacho ha determinado que la materia contenida en las reivindicaciones 30-33 no
¢s patentable porque esta dirigida a materia no permitida porque dichas reivindicaciones
30-33 sc refieren a métodos de tratamiento en mamiferos, al definir una composicion

en terminos de su administracion. Dichas reivindicaciones 30-33 se climinan  del
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capitulo reivindicatorio, por lo que dicha objecion debe verse superada.
5. Titulo

Bl Senor Tixaminador ha solicitado la modificacion del titulo para diferenciar la
presente solicitud de la solicitud parental y con el fin de que la misma refleje la materia

reivindicada. Asi pues, el trulo se ha modificado de la siguiente manera:

“Polipeptidos del Vactor 1711 (FVI1) modificados gue Comprenden un Dominio Gla

r

Heterdlogo y las Composiciones armacéuticas gue contienen dichos Polipéptidos.’
Iis asi como la objecién hacia el titulo de la solicitud debe darse por superada.
6. Claridad
1 articulo 30 de la Dec. 486 de la Comunidad Andina establece:

Articulo 30.- Las reivindicaciones definivdn la materia que se desea proteger mediante la

patente. Deben ser claras y concisas y estar enteramente sustentadas por la descripeidn.

6.1 ILas retvindicaciones 1 y 2 son objetadas por falta de claridad. El Fxaminador
alega que las reivindicaciones 1y 2 estan escritas en términos de resultados a alcanzar, v
no definen ninguna caracteristica estructural del polipéptido.  Las reivindicaciones
modificadas 1 y 2 recitan las secuencias exactas de los polipéptidos I'VIT modificados, v
no mencionan resultados a ser logrados para definir su estructura. Consecuentemente,

sc¢ debe ver superada esta objecion.
]

0.2 Su Despacho ha determinado que las reivindicaciones 4 y 5 son objetadas por
falta de claridad, porque el Examinador alega que las descripciones “Gla Swap I'N| Gla
Swap Prot C, Gla Swap prot S y Gla Swap trombina” y “Gla Swap FIX, Gla Swap I'X]
Gla Swap Prot C, Gla Swap Prot § y Gla Swap Trombina," respectivamente, no
mencionan las modificaciones de los aminoacidos y mencionan la palabra “swap” en

Inglés. Las reivindicaciones 4 y 5 son canceladas, solucionando ast esta objecion.

6.3 [l senor Examinador ha objetado la reivindicacion 6 por falta de claridad,
porque la misma no indica los remplazos de aminoacidos. Dicha reivindicacion 6 sec

climina, solucionando asi dicho inconveniente.

6.4 Su Despacho ha determinado que las reivindicaciones 7, 10 y 11 son rechazadas
por falta de claridad, porque el Ilxaminador menciona que dichas reivindicaciones no
identifican las modificaciones especificas. Dichas reivindicaciones 7, 10y 11 se

climinan, solucionando asi la objecién de referencia.

L9
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6.5 Ll Sefor Examinador ha objetado la reivindicacion 13 por falta de claridad,
porque solamente un conjunto de modificaciones de aminoacidos descritos en la
reivindicacion 13 incluye una modificacién de permura del Gla ("M298Q/Gla Swap

FIX™). La retvindicacion 13 es eliminada, solucionando asi la objecion.

0.6 La reivindicacion 14 fue objetada por falta de claridad porque ¢l ixaminador
alega que la expresion “en donde el polipéptido FVII no modificado comprende una
sccuencia de aminodcidos establecida en cualquicra de las SEQ ID NOS: 1-3 y 18-2” en
la reivindicacion 14 no es clara, porque sc refiere a secuencias que no han sido
modificadas, v por lo tanto no revelan ninguna caracteristica técnica de la invencion.
las reivindicaciones 15 v 16 fueron objetadas por las mismas razones. las
reivindicaciones 14y 15 sc climinan, solucionando la objecién  generada. Ta
reivindicacion 16 modificada estd dirigida a un subconjunto especifico (polipéptidos
['VITa) de los polipéptidos de la reivindicacion 1. Asi pues se debe dar por superada la

objecion hacia estas reivindicaciones.

6.7 Su Despacho ha establecido que las reivindicaciones 17 y 18 no son claras
porque el Fxaminador alega que los fragmentos activos de los polipéptidos FVII
modificados no fucron ensayados, v por lo tanto, ¢l efecto descrito para el polipéptido
retvindicado no puede ser probado. La reivindicacion 17 se cancela, v la reivindicacion
I8 se modifica para eliminar la mencidon de “un fragmento activo de esta que tiene

actividad coagulante”, danos solucion asi a la objecion mencionada.

6.8 La reivindicacion 19 fue objetada por el Sefior Examinador por falta de claridad,
porque “la modificacién pos-traduccional” no se menciona. La reivindicacion 19 se

climina, por lo que se debe dar por superada esta objecion.

6.9 Su Despacho ha objetado la reivindicacion 25 por falta de claridad porque cl
I'xaminador alega que la misma no define la molécula de acido nucléico mediante su
sccuencia de nucledtidos. La reivindicacion 25 es climinada, superando asi csta

objecion.

6.10 Il Senor Examinador ha establecido que la reivindicacion 29 no es clara porque
no menciona los ingredientes activos y los exciplentes y sus proporciones. la
reivindicacion 29 ha sido climinada, solucionando asi la objecion realizada por Su

Despacho.

Asl pues, las nuevas reivindicaciones estan dirigidas a polipéptidos especificamente
mencionados. La reivindicacion 1 menciona los polipéptidos de la SEQ 1D NOS: 236-
240, la cual establece secuencias especificas de la forma madura del FVIT que contiene
dominios Gla remplazados en lugar de los residuos 1-45 del dominio Gla nativo. La
reivindicacion 1 también menciona las SEQ 1D Nos 236-240 en donde el residuo M298
¢s remplazado con Q (glutamina). La reivindicacion 1 menciona que los polipéptidos
consisten de estas sccuencias o consisten de aminodcidos establecidos en la SEQ 1D
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NO:1 o 2. Por lo cual la reivindicacion 1, segin se ha modificado menciona
polipéptidos especificos. No existe un lenguaje funcional.

Ii] polipéptido FVII es uno seleccionado entre las SEQ 1D NOS: 236-240; o las SEQ
ID NOS: 236-240 en las cuales la metionina (M) en el residuo 298 se remplaza con
glutamina (QQ) o una forma precursora de esta. Asi) Asi, las reivindicaciones mencionan
sccuencias - especificas. Segun se modificd, la reivindicacion 1 menciona que el
polipéptido FVIT incluye formas precursoras. Una persona versada en la materia puede
identificar las sccuencias de los polipéptidos precursores FVILL Las secuencias de los
polipéptidos precursores FVIT humanas son seglin lo establecen las SEQ 1D NO:1 y 2.
lLas sccuencias y estructura de las formas madura v de precursor de los polipéptidos
I'VIT eran conocidas para los versados en la materia y sc describen en la solicitud (ver,
por ¢, pagina 65, linca 28 — pagina 66, linca 11).

lLos polipcptidos precursores estin hechos de los siguicntes segmentos y dominios: un
péptido hidrofébico de senal (aa 1-20 de la SEQ 1D NO:1 y 2), un propéptido (aa 21-
60 de la SEQ ID NO:1, y aa 21-38 de la SEQ ID NO:2), un dominio Gla (aa 39-83 dc
la SEQ ID NO:1, y aa 61-105 de la SEQ 1D NO: 2), un dominio de factor de
crecimiento epidérmico tipo B (1 similar a EGT, aa 84-120 de la SEQ ID NO: 1, y aa
106-142 de la SEQ 1D NO: 2), un dominio de factor de crecimiento epidérmico tipo A
(2 similar a EGT, aa 125-166 de la SEQ 1D NO: 1; y aa 147-188 de la SEQ ID NO: 2),
y un dominio serina proteasa (aa 191-430 de la SEQ TD NO: 1, y aa 213-452 de la SEQ
[D NO: 2).

lLa forma madura del aminodcido 406 del polipéptido FVIT (SEQ 1D NO: 3) carece de
las sccuencias del péptido senal y del propéptido, v es idéntica en longitud y sccuencia
sin importar de la 1soforma precursora de la cual se origina. En la forma madura del
polipéptido I'VIT las posiciones de aminodcidos correspondientes para los dominios
antes mencionados son como siguen: dominio Gla (aa 1-45 de la SEQ 1D NO: 3), 1
similar a XGIY (aa 46-82 de la SEQ 1D NO: 3), 2 similar a IXGIF (aa 87-128 of SEQ D
NQO: 3), vy dominio serina proteasa (aa 153-392 of SEQ ID NO: 3).

La retvindicacion 1 menciona las secuencias de los polipéptidos maduros I'VIL v los
precursores VI correspondientes. Por ejemplo, los polipéptidos precursores difieren
de los polipéptidos FVII mencionados en las SEQ TD NOS: 236-240 por la inclusion
del pépudo senal (aminoacidos 1-20 de la SEQ 1D NO: 1 y 2) v ¢l propéprido
(aminoacidos 21-60 v 21-38 de las SEQ 1D NOS: 1y 2, respectivamente.

De esta manera se considera que se ha respondido a cada una de las objeciones hechas
por falta de claridad, razon por la cual se entiende, que las nuevas reivindicaciones 1 a 7

3

cumplen a cabalidad con este requisito.

- Observaciones con respecto a la falta de Novedad

De acuerdo al articulo 16 de la Dec. 4806, se determina:
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Articulo 16: Una invencion se considerard nueva cuando no esté comprendida en el estado de
la teenica.,

“Iil estado de la técnica comprendera todo lo que haya sido accesible al pablico
por una descripcion escrita u oral, utilizacion, comercializacion o cualquier otro
medio antes de la fecha de presentacion de la solicitud de patente, o en su caso,
de la prioridad reconocida.

La novedad de una invencién se evalta a través de la comparacién uno a uno de sus
caracteristicas esenciales. De este modo, una invencion puede ser objetada por
novedad cuando sus caracteristicas esenciales son exactamente iguales a las de
un antecedente que represente ¢l estado de la téenica conocido al momento de

presentar la solicitud. Por lo tanto en caso que llegue a existir al menos una diferencia

en_dicha comparacion,  se afirma que la invencidon ST cumple con el requisito de

novedad.
7.1 Las reivindicaciones objetadas

Las reivindicaciones 1-6, 8 v 9 fueron objetadas por falta de novedad frente a D2
(WO1997047651). El Examinador alega que “las caracteristicas téenicas esenciales del
polip¢ptido I'VII modificado [de las reivindicaciones 1 y 2] habian sido previamente
divulgados en el documento D27 Ademas el examinador alega que las reivindicaciones
3-6, 8 v 9 carecen de novedad porque las reivindicaciones “no mencionan ninguna

caracteristica que haga nuevo el polipéptido de las reivindicaciones 1y 2.7

lLas reivindicaciones 3-6, 8 y 9 sc climinan, superando asi la objecion hacia la novedad
de las mismas.

[.a nueva reivindicacion 1 divulga:

Un polipéptido de Factor VIT (IFVIL) modificado seleccionado entre:

a)  Un polipéptido T'VII que consiste de la sccuencia de aminoacidos
establecida en cualquicra de las SEQ 1D NOS: 236-240; o

by Un polipéptido FVII que consiste de la secuencia de aminodcidos
establecida en cualquiera de las SEQ 1D NOS: 236-240 cn las cuales la
mctionina (M) en el residuo correspondiente al residuo 298 en la SEQ 1D
NO: 3 se remplaza con glutamina (Q), en donde los residuos
correspondientes son identficados por alineacion; o

¢)  Un polipéptido que consiste de la secuencia de aminodcidos que es la
forma precursora de a) o b), en donde ¢l precursor de cada uno de los
polipéptidos incluye los residuos 1-60 de la SEQ 11D NO: 1 o los residuos
1-38 de la SEQ ID No, 2 cn ¢l terminal N,

La retvindicacién 2 depende de la reivindicaciéon 1 y menciona los particulares del
|mlipéptid(). La anterioridad D2 no describe un polipéptido FVIT modificado que

6
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incluya la secuencia de aminodcidos establecida en cualquiera de las SEQ 1D NOS: 236-
240 o la secuencia de aminodcidos establecida en cualquiera de las SEQ ID NOS: 236-
240 cn las cuales la metionina (M) en el residuo correspondiente al residuo 298
(posicion 298 en cada una de las SEQ 1D NOS: 236-240, y posicion 299 en la SEQ 1D
No: 236) es remplazada con glutamina (Q). Asi, D2 no afecta la novedad de la
reivindicacion 1 ni tampoco cualquiera de las reivindicaciones que dependen de esta.

7.2 El documento D2 y las diferencias con la reivindicacién 1

il documento D2 divulga polipéptidos FVIT que son modificados de modo que
bloquean la cascada de coagulacién y, asi, actan como anticoagulantes. Dicho
documento describe mutaciones en FVIT que climinan la actividad coagulante. Tn
contraste, los polipéptidos de la presente solicitud tienen actividad coagulante; no
existen mutaciones que inhiban o destruyan la actividad coagulante.

Para inactivar ¢l F'VIL, el documento D2 describe polipéptidos FVIT modificados que
incluyen una o mis modificaciones al sitio catalitico para volver los polipéptidos FVII
anticoagulantes (ver, por ¢j., pagina 12, lincas 5-10):

La seenencia del factor VI tiene al menos una modificacidn de aminodcidos, en donde fa
modificaciin se selecciona de nodo que se redusca sustancialmente la babilidad del Vactor 1711
activado para catalizar la activacidn de los Vactores X w XI del plasma, y asi es capaz; de
inhibir la actividad de coagulacion. 121 Factor V1T modificado tiene un sitio activo modificado
por al menos una sustitucion de aminodeido, y en su forma modificada es capas; de livarse con
el fuctor de tejido.

Il documento D2 describe que preferiblemente, las modificaciones de aminodcidos sc
hacen en una o mas modificaciones de aminoacidos de los residuos en la triada
catalitica (8344, 1193 y 1D242) (ver, por ¢j.,pagina 13, lincas 16-28).

Adicionalmente, ¢l documento D2 establece pero no ¢jemplifica, que los polipéptidos
FVIT modificados que tienen una modificacion en el sitio cartalitico también pueden ser
Csustituidos con i dominio Gla de una de las proteinas de plasma dependientes de vitamina K del
Pactor IX, Tactor X, protrombina, proteina C, proteina S o proteina 7. (N er, por ¢j., pigina 15,
lincas 6-9). Asi, ¢l documento D2 describe polipéptidos I'VIT modificados que incluyen
un dominio Gla heterdlogo v una modificacion en aminoacidos en el sitio activo, ral
como una modificaciéon  del aminoacido en 8344, H193 y/o D242, en donde el
polipéptido F'VII es un anticoagulante.

Asi, ¢l documento D2 no puede anticipar ninguna de las reivindicaciones pendientes
porque ninguno de los polipéptidos reivindicados es un anticoagulante; todos son
coagulantes. Como se demostrd en detalle, adelante, el documento D2 no describe un
polipeptido I'VIT modificado que incluya la secuencia de aminoacidos establecida en
cualquicra de las SEQ 1D NOS: 236-240 ni de las sccuencias de aminodcidos
establecidas en cualquicra de las SEQ TD NOS: 236-240 en las cuales la metionina (M)
en ¢l residuo 298 se remplaza con glutamina (Q), ni una forma precursora de estos.
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7.3 Secuencias establecidas mediante SEQ ID NOS: 236-240

Las SEQ 1D NOS: 236-240 son polipéptidos FVIT humanos maduros modificados en
los cuales el dominio Gla es remplazado con un dominio Gla del Factor IX, Factor X,

proteina C, proteina 8,y rombina,, respectivamente. El dominio Gla estd localizado en

¢l terminal N del polipéptido FVIL Como se muestra en la alincacion que sigue entre
las SIEQ 1D NOS: 236-240 y la sccuencia tipo silvestre establecida como SEQ 1D NO:
3, las SEQ 1D NOS: 236-240 difieren del FVII tipo silvestre solamente en la secuencia
de los primeros ~45 residuos de aminoacidos.

Alincacidn de las SEQ ID NOS: 3, y 236-240

SEQI
SEQ236
SEQ237

SEQ238
SEQ239

SEQZ40

SEQ3

SEQ236
SEQ237
SEQ238
SEQ239

SEQZ40

SEQ3

SEQ236
SEQ237
SEQ238
SEQ239
SEQZ40

SEQ3

SEQ234
SEQ237
SEQZ238
S5EQZ39
S5EQ240

R R R

TR

-ANAFLEELRPGSLERECKEEQCSFEEAREIFKDAERTELFWISYSDGDOCASSPCQNGG
YNSGELEEFVQGNLERECMEEKCS FEEAREVFENTERTTEEWKQYSDGDQCASSPCONGES
=ANSFL KKGHLERECMEETCSYEEAREVFEDSOKTNEFWNEY SDGDQCASSPCONGG
~ANSFLEELRHSSLERECIEEICDFEEAKEIFQNVDDTLAFWSKHSDGDQCASSPCONGG
=ANSLLEETKQGNLERECTEELCNKEEAREVFENDPETDYEY PRKY SDGROCASSPCONGG
=ANTFLEEVREGNLERECVEETCSYEEAFEALESSTATDVEWARYSDGDOQCASSPCQNGG

.k e I T - v . R R R R

SCRDOLOSYICFCLPAFEGRNCETHREDDOLICVHNENGGCEQYCSDHTGTRRSCRCHEGYS
SCHDOLOSYICFCLPAFEGRNCETHEDDQLICVHNENGGCEQYCSDHTSTRRECRCHEGYS
DOLOSYICFCLPAFEGRNCETHKDDOLICVNENGGCEQYCSDHTGTRRSCRCHEGYS
SCEDOLOSYICFCLPAFEGRNCETHEDDOLICVNENGGCEQYCSDHTGTRKRSCRCHEGYS
SCEDQLOSYICECLPAFEGRNCETHKDDOLICVNENGGCEQYCSDHTGTKRSCRCHEGY S
SCKDQLOSYICFCLPAFEGRNCETHKDDQLICVNENGGCEQYCSDHTGTKRSCRCHEGYS

R R O R A R R R R R R R SR EEEEE Y

1 W

LLADGVSECTPTVEYPCGRIPILEKRNASKPQGRIVGGKVCPEGECPWOVLLLVNGAQLCG
LLADGVSCTPTVEYPCGKIPILEKRNASKEPQGRIVGGEVCPKGECPWOVLLLVNGAQLIG
LLADGVSCTPTVEYPCGRKIPILEXKRNASKPQGRIVGGRVCPRGEC PWOVLLLVNGAQLCG
LLADGVSCTPTVEY PCGKIPILEKRNASKPQGRIVGGHVCPKGECPWOVLLLVNGAQLCG
LLADGVSCTPTVEYPCGKIPILEKRNASKPOGRIVGGKVCPHGECPWOVLLLVNGAQLCG
LLADGVSCTPTVEYPCGRIPILEKRNASKPQGRIVGGRVCPRGEC PWOVLLLVNGAQLCG

ok ko w R kT h R b b kA b d ok R s kb kS kA kA n hd o E e b P R T TR T TR SR

CTLINTIWVVSAARHCFDEIKNWRNLIAVLGEHDLSEHDGDEQSRRVAQVIIPSTYVEGTT
GTLINTIWVVSAAHCFDEIKNWRNLIAVLGEHDLSEHDGDEQSRRVAQVIIPSTYVPGTT
GTLINT IWVVSAAHCFDKIKNWRNLIAVLGEEDLSEHDGDEQSRRVAQVITPSTYVPGTT

GTLINTIWVVSARHCFDKIKNWRNLIAVLGEHDLSEHDGDEQSRRVAQVIIPSTYVPGTT 23

GTLINTIWVVSAAHCFDEIKNWRNLIAVLGEHDLSEHDGDEQSRRVAQVIIPSTYVPGTT
GTLINTIWVVSAAHCFDEIRKNWRNLIAVLGEEDLSEHDGDEQSRRVAQVIIPSTYVPGTT

R I I B B e R R R R e

HHDIALLRLHQPYVLIDHVVPLCLPERTFSERTLAFVRFSLVSGWGOLLDRGATALELMY
HHDIALLRLHOPVYLTDHVVPLCLPERTFSERTLAFVRESLVSGWGOLLDRGATALELMY
NHDIALLRLHOQPYVLTDEVVPLCLPERT FSERTLAFVRFSLYSGWGOLLDRGATALELMY
MHDIALLRLHOPYVLTDHVVPLCLPERTFSERTLAFVRFSLYSGWGOLLDRGATALELMY
HHDIALLELHQPVYLTDHYVPLCILPE ERTLAFVRFSLVSGWGULLDRGATALELHY
WHDIALLRLHOQBEVVLTDHVVPLCLPERTFSERTLAFVRFSLVEGWGOLLORGATALELMY

R I I R R R R R R T T e O S A T S I A S Y

LNVPRLMTODCLOQSREVGDSPNITEYMFCAGY SDGSKDSCKGDSGGPHATHYRGTWY LT
LHVPRLMTODCLOQSREVGDSPNITEYMFCAGY SDGSKDSCKGDSGGPHATHYRGTWYLT
LHVPRLMTODCLOOSRKVGDSPNITEYMECAGY SDGSKDSCRGDSGGPHATHY RGTWY LT
LHVPRLMTODCLOQSREVGDSPNITEYMFCAGY SDGSKDSCRGDSGGPHATHYRGTWY LT
LHVPRLMTQDCLOOSREVGDSPNITEYMECAGY SDGSKDSCHGDSGGPHATHYRGTWYLT
LHVPRLUETORCLOQSREVGDS PHITEYMFCAGYSDGESKDSCKGREGGPHATHYRGTWYLT
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GIVSWGOGCATVGHFGVY TRVSQY I EWLOKLMRSEPRPGVLLRAPFE 406
GIVEWGQGCATVGHEGYY TRVSQY TEWLOKLMRSEPRPGVLLRAPFYP 407
GIVSWGOGCATVGHFGYY TRVSQY IEWLCKLMRSEPRPGVLLRAPFP 408
GIVEWGQGCATVGHFGVYY TRVSQY IEWLOKLMRSEPRPGYVLLRAPFP 406
GIVEWGQGCATVGHEGYYTRVSQY IEWLOKLMRSEPRPGVLLRAPFP 406
GIVSWGOGCATVGHFGYYTRVSOYIEWLOKLMRSEPRPGVLLRAPFP 406
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I2l documento D2 divulga polipéptidos VI modificados que contienen “sustitucioncs,
»

inscerciones o eliminaciones” de aminodcidos en el sitio activo en los residuos Ser344,
FI193 y 12242, Cada uno de estos residuos (que se subrayaron en la alineacion anterior)
no sc¢ localizan en ¢l dominio Gla, y ninguno de los residuos Ser344, H193 y D242 estd
modificado en las SEQ 1D NOS: 236-240. Ninguno de los primeros 45 aminoacidos
estd localizado en el sitio activo (ver, por ¢j., Pike e/ a/ (1999) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 96:8925-8930 (que describe la estructura del sitio activo de un polipéptido FFVTI
sin dominio Gla)). Ninguna de las SEQ ID NOS: 236-240 incluye cualesquier
modificaciones de aminoacidos diferentes a Gla permutado en los primeros 45 residuos
de aminodcidos. Asi, el documento D2, que divulga polipéptidos FVIT que incluyen una
modificacion de aminodcido en el sitio activo tal como una modificacion de residuos en
la triada catalitica (8344, H193 y D242), no divulga un polipéptido que tenga una
secuencia establecida como una de las SEQ 1D NOS: 236-240.

7.4 SEQID NOS: 236-240 en las cuales la metionina (M) en el residuo 298 ¢s
remplazada con glutamina (Q)

Los otros polipéptidos  reivindicados  incluyen la sustitucion  en el residuo
correspondiente a la posicion 298 en la anterior alincacion. Iin la SEQ 1D No.: 236, la
posicion correspondiente es 299 en virtud del dominio Gla remplazado.

Il documento D2 no divulga un polipépddo que incluya una modificacion de
aminodcidos correspondiente al M298Q), M298 del I'VIT (¢l cual se resalte en negrilla en
la alineacion anterior) no se localiza en cl sitio activo. Asi, por esta razén y por las
razones descritas antes, ¢l documento D2 no divulga un polipéptido FVIT modificado
que tenga una sccuencia scleccionada entre las SEQ 1D NOS: 236-240 ¢n las cuales la
metionina (M) en el residuo 298 es remplazada con glutamina (Q).

7.5 Formas precursoras

LLos polipépudos precursores de los polipéptidos I'VII mencionados en las SEQ 1D
NOS: 236-240, o los polipéptidos precursores mencionados en las SEQ 1D NOS: 236-
240 cn las cuales la metionina (M) en el residuo 298 es remplazada con glutamina (Q),
dificre de los polipéptidos FVIT maduros establecidos en las SEQ 1D NOS: 236-240,
asi como en la SEQ 11D NO.3 mediante la inclusion de un péptido de senal
(aminoacidos 1-20 de las SEEQ ID NO: 1y 2) y un propéptido (aminoacidos 21-60 y 21-
38 de las SEQ ID NO: 1 y 2, respectivamente). Los polipéptidos precursores no
incluyen modificaciones de aminodcidos en el sitio activo comparados con las formas
activadas de los mismos.

Por lo tanto, ninguno de los polipéptidos precursores mencionados en la reivindicacion
I incluye una modificacion, insercidn o eliminacion de aminodcidos en ¢l sitio activo.
Asi, D2 no divulga un polipéptido TFVIT precursor mencionado en la reivindicacion 1.
Por lo tanto, las reivindicaciones son nuevas frente a D2,

Asi pues, se demuestra que ¢l documento D2 no anticipa de ninguna manera los

polipéptidos que se reivindican actualmente, ya que no logra divulgar cada una de sus
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caracteristicas técnicas esenciales (secuencia de aminoacidos). Asi pues, se le solicita
amablemente a Su Despacho reconocer la novedad de la materia reivindicada en las
retvindicaciones 1-6, 8 v 9.

8. Observaciones con respecto a la falta de Nivel Inventivo

De acuerdo al articulo 18 de la Dec. 486, se determina;

Articutlo 18.- Se considerard que una invencion tiene nivel inventivo, si para wna persona del
oficio normalmente versada en la materia técnica correspondiente, esa invencion no hubicse

resultado obvia ni se hubiese derivado de manera cvidente del estado de la técnica.

Una invencion se considerard inventiva si la misma no hubiese resultado obvia a partir

del arte previo para una persona del oficio normalmente versada en la materia. 1isto a

su vez implica que ¢l Fixaminador a cargo de esta evaluacidn debe colocarse en ¢l
momento  exacto en el que ¢l inventor buscaba resolver el problema t¢enico
contemplado en la solicitud y para el cual poscia la literatura y ¢l conocimicento

disponibles en dicho momento. Otra evidencia del nivel inventivo de una invencidn cs

que la_misma represente un  avance técnico en_su campo v ¢n C()I'l'll")ill.‘ﬁCi(:)I’l con

invenciones reportadas en el estado de la téenica. Tpualmente, una invencién debera ser

considerada inventiva si la misma tiene un cfecto téenico sorprendente o inesperado.

Lin ¢l Oficio No. 402, ¢l Senor Examinador ha establecido que las reivindicacionces
carecen de nivel inventivo en vista de los documentos D1: W02007031559 y D2:
WO01997047651, ya que la invencion resulta obvia en vista de estas referencias. Ll
Solicitante desca expresar su desacuerdo con dicha afirmacién. Il Examinador afirma
que la diferencia entre la reivindicacion 7 y D2 ¢s la presencia de modificaciones en las
posiciones G237, T239, R290 v K341, v la diferencia entre la reivindicacion 10 y D2 es
la presencia de modificaciones en las posiciones Q176, M298 y IF296. Il xaminador
afirma que ninguna de las reivindicaciones 11-29 incluye caracteristicas que sean

inventivas por encima de la combinacion de las ensefanzas de D2y D1.
8.1 Las reivindicaciones objetadas

Las reivindicaciones 7, 10-15, 17-19, 21 y 23-29 sc climinan, de modo que se soluciona
2, 16, 18, 20 y 22,
renumeradas como reivindicaciones 1 a 6 han sido modificadas. La reivindicacion 1 se
discutié anteriormente.

la objecion hacia estas reivindicaciones. Las reivindicaciones 1

¥

Como ya se¢ menciond, la reivindicacion 1 esta dirigida a los polipéptidos de las SEQ
[1D NOS: 236-240, polipéptidos en los cuales el residuo correspondiente a M298 de la
SEQ ID NO.:3 (que es el residuo M298 de las SEQ 1D NOS: 237-240, y el residuo
M299 de la SEQ 1D NO: 236) se remplaza con Q y los polipéptidos que son

10
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precursores I'VIT de estos polipéptidos, en donde los precursores incluyen los residuos
1-60 de la SEQ ID NO.:1 o los residuos 1-38 de la SEQ 1D NO.:2, respectivamente.
Ninguno de los polipéptidos reivindicados c¢s un anticoagulante; todos los péptidos
reivindicados, cuando son activados, exhiben una actividad coagulante.

8.2 Las referencias citadas
8.2.1 Documento D1 (W02007031559)

l.a solicitud Internacional PCT No WO 2007/031559 (D1) ensena polipéptidos FVII
modificados que incluyen modificaciones  de  aminodcidos que  disminuyen la
susceptibilidad a los inhibidores, y, asi pueden incrementar la vida media circulante (ver,

por ¢j., pagina 9, lincas 11-17):

Asi, la presente invencion se refaciona con ef disesio y 1o de polipéptidos del Factor 1VV'1la con
suseeptibilidad reducida a fa inactivacion del inhibidor como sustitutor para el Vactor 1/1la
recombinante tipo silvestre. Fn una modalidad, estos polipéptidos F1/11 novedosos tienen una
actividad retenida pero ton menos dados a la inhibicidn por serpinas circulantes, tales como fa
ATHI encontrada en el plasma bumano. Tales polipéptidos V'V novedosor pieden fener una
vida media funcional extendida en la sangre y por o tanto ser superiores al rlI'1/Tla native en
un tratamiento a largo plaso de pacientes con desdrdenes hemorragia severa.

D1 describe un arreglo muy grande de variantes de FVIL Las variantes de FVII se
deseriben como que contienen un remplazo de aminoacido en 40 posiciones posibles
cn las cuales ¢l aminodcido tipo silvestre puede ser remplazado por cualquier
aminoacido. Por ¢jemplo, en la pagina 3, linea 19 a pagina 8, linca 17; pagina 9, lincas
18-25; pagina 10, lincas 7-16; pagina 22, lincas 6-21; y pagina 31, lincas 14-35 y la
retvindicacion 1, D1 recita los polipépudos FVII, las células aﬂﬁu_lr_}ﬂds, animales vy
plantas transgénicos que contienen ¢l polipéptido FVII y, que codifican moléculas de
acido nucléico, en donde el polipéptdo FVII comprende una o mds sustituciones que
son:
2] remplaso con cualguier otro aminodcido de o o mids aminodcidos en una posicin
seleceionada del grupo que consiste de las posiciones 172, 173, 175, 176, 177, 196, 197,
W9a; 399,200 200, 235 437, 235,239, 240,280, 287256 289,290, &41,.292,
293, 294, 295, 297, 299, 319, 320, 321, 327, 341, 363, 364, 365, 366, 367, 370,
373 corve, |j)r);.ff.f'f'mr/a'\' a posiciones de aminodeidor de la SI5Q 1D NO.:1 y en donde of
polipéptido del Vactor V11 tiene una vida media funcional in vive incrementada en
comparacion con m." Vactor VHa tipo stlvestre humano.
Fin paragrafos subsiguientes, la referencia D1 menciona cada una de las posiciones 172
173, 175, 176, 177, 196, 197, 198, 199, 200, 203, 235, 237, 238, 239, 240, 286, 287, 288,
289,290,291, 292, 293,294, 295,297, 299,.319,.320, 321, 327, 341,.363, 364, 365, 366,
367, 370, 373, y atirma que los otros 18 aminoacidos pucd{,n remplazar el aminodcido
nativo en cada una de estas 40 posiciones.

Il documento D1 describe (ver, por ¢j., paginas 11-13) variantes dc VI, en las cuales
lesetegiduns N7 500186, L1777, D196, KIDT. 1198, K199 G237, "T238, 1239, Q286



Clarke, Modet & C°

COLOMRIA

1.287, 1.288, 12289, R290, G291, A292, 'T293, A294, 1.295, 1.297, V299, M327, K341,
5363, W364, G365, V172, N173, N200, N203, V235, N240, D319, S320, P321, G367,
1370 o H373 sc remplazan con cualquicr aminoicido. Fn las paginas 13-17, los
aminoacidos remplazantes se dice que son scleccionados entre Gly, Ala, Val, Leu, Ile,
Phe, Met, Trp, Tyr, Asp, Asn, Glu, Gln, His, Lys, Atg, Cys and Ser, es decir cualquicr
aminoacido diferente a Pro.

D1 describe que los polipéptidos FVIT modificados pueden incluir una o mas
sustituciones, incluyendo (ver, por ¢j., paginas 26-29):

1.305V, L305V/M306DD/1D309S, 1.3051, 1.305T, F374P, V158T/M298Q),
VI58D/1E296V /M2980Q), K337A, M298Q), V158D /M298Q),
L305V/K337A, V158D /E296V /M298Q/1.305V,
V158D/E296V/M298Q/K337A,
V158D/LE296V/M298Q/1.305V /K337 A, K157A, E296V, E296V /M298Q),
V158D /E296V, V158D /M298K, and S336G, L305V/K337A,
L305V/V158D, 1.305V /1E296V, 1.305V /M298Q, 1.305V/V158T,
1.305V/IK337A/V158T, 1305V /K337A/M298Q0, 1.305V /IK337A /IE296V,
[.305V/K337A/V158D, 1.305V/V 158D /M298QQ, 1.305V / V158D / 15296V,
1.305V/V158T/M298Q, L305V/V158T/E296V, 1305V /E296V /M298Q),
[L.305V/V158D/E296V/M298Q), 1.305V /V158T/FE296V /M298Q),
L305V/V158T/K337A/M298Q), L305V/V158T/E296V /K337A,
[.305V/V158D/K337A/M298Q), L305V/V158D/E296V /K337 A,
.305V/V158D/E296V/M298Q /K337A,

L305V/V1S8T/E296V /M2980Q/K337A, S314E/K316H, S31415/K316Q,
S314E/1.305V, S31415/K337A, S314E/V158D, S314E/E296V,
S31415/M298Q), S314E/V158T, K316H/1.305V, K316H /K337 A,
K316H/V158D, K316H/E296V, K316H/M298Q), K316H /V158T,
IK316Q/1.305V, K316Q /K337A, K316Q/V158D, K316Q/17296V,
K316Q/M298Q), K316Q/V158T, S314E/1.305V /K337A,
S314E/1.305V/V158D, S3141%/1.305V/E296V, S314E/1.305V /M298Q),
S314E/1.305V /\V158T, 831415 /1.305V /K337A/V 15871,

S31415/1.305V /K337A/M298Q, S314E/1.305V /K337A/E296V,
S314E/1.305V/K337A/V158D, S314E./1.305V /V 158D /M298Q,
S3T4LL/1.305V /V158D/TE296V, S314E/1.305V/V 1581 /M298Q),
S314E/1.305V/ V1581 /E296V, S314E/1.305V /IE296V /M298Q),
S314E/1.305V /V158D/E296V/M298Q,

S314LL/1.305V /V158T/E296V /M298Q,

S314E/L305V /V158T/K337A/M298Q,

5314E/1.305V /V158T/E296V/K337A,

S31415/1.305V /V 158D /K337A/M298Q,

S3T4E/1L305V/ V158D / 15296V /K337 A,

3141 /1.305V / V158D /T:296V /M298Q /K337 A,
S314E/1.305V/V1581/E296V /M298Q/K337A, K316H/L305V/K337A,
K316H/L305V/V158D, K316H/1.305V /E296V, K316H/1.305V /M298Q,
IK316H/1.305V /V158T, K316H /1.305V /K337A/V158T,

[K316H /1.305V /K337A/M298Q, K316H /1.305V /K337A/E296V,
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K316H/1L.305V/K337A/V1 58D, K316H/1.305V/V1 SHD/!\-'IZUSQ,
K316H/1L.305V/V158D/E296V, K316H/1.305V /V1 58T/M298Q,
K316H/1.305V / V1581 /1296V, K316H /1 305V/E296V /M298Q3,
KSR/ T 305 /A7 SSD/1"1296\*"/”\-1298(&
K3 'lGH/],305\"'/\-’153'['/['{296\5/1\1298(3_,
K316H/L305V/V1 58']_"/1‘(33?.-'\/l\.-'1298Q,
IK316H /1.305V /V158T/E296V /K337 A,
K316H/1.305V/V 158D /K337, A/M298Q),
K316/ L0V V158D /E296V /K337 A,
K316H /1.305V/ V158D /H296V / M298( )XI\FHT A,
K316H /1.305V /V158T/15296V /M298Q/K337A, K316Q/1.305V /K337A,
K316Q/1.305V/V158D, K316Q/1.305V /E296V, K316Q/1.305V /M298Q),
K316Q/1.305V/V158T1, K316Q/1.305V/K337A/V158T,
K316Q)/1 S05V/K337A/M298Q), K316Q/1.305V/K337A/T2296V,
K316Q/1.305V /K337A/V158D, K316Q/1.305V/V158D/M298Q,
K316Q/1.305V /V158D/E296V, K31 6Q/L305V/V1581/M298Q),
K316Q/1.305V /V1581/11296V, [K316Q/1.305V /E296V /M298Q),
K316Q/1.305V /V158D/ 296V /M298Q),
K316Q/1.305V/V1 58'1'/1*129()\-",/'1\-"[298(3,
K316Q/1.305V/V1 58T/K337A/M298Q,
K316Q/1.305V /V158T/E296V /K337 A,
K316Q/1. ’)0'3\’/\"1 58D /K337A/M298Q),
[K316Q/1.305V/V158D/15296V /K337 A
[K316Q0/1.305V /V158D)/E296V /M ”‘)3()/1\’3%
[K316Q/1.305V/ V1581 /E296V /L\[298Q/1\J3r \, F374Y/K337A,
F374Y /V158D, F374Y /E296V, F374Y/M298Q), F374Y /V158T,
F374Y /S314E, F374Y /L305V, F374Y /1.305V /K337 A,
F374Y /1.305V /\ 158D, F37 I\_L /1.305V/E296V, F374Y /1.305V /M298Q),
F374Y/1.305V/V158T, I'374Y /1.305V /S314E, F374Y /K337A/S314E,
F374Y /K337A/V158T, 1‘3?4&’/1\(337:'\/MZ()SQ, [F374Y /K337A/E296V,
1374Y /IK337A/ V158D, F374Y /V158D /83141, F374Y /V1 58D /M298Q,
B374Y /A58 E296N, F3T74Y IV 158 /5314 . F374Y/ V1 58'1.‘/1\'[298(2,
F374Y /V158T/E296V, IF374Y /E296V /S314E, [374Y /831417 /M298Q,
[F374Y /E296V /M298Q), F374Y /1.305V /K337A/V158D,
1374Y /1.305V /K337A/E296V, 1F374Y /1 305V /K337A/M298Q,
F374Y/1.305V/K337A/V158T, IF374Y /1.305V/K337A/S314E,
F374Y /1.305V/V158D/15296V, F374Y /1.305V/V1 58D /M298Q),
I'374Y/1.305V / V158D /S31415, 1_'°)ﬁ4\//1 B05V/E296V /M298QY,
F374Y /1.305V /E296V /V158T, 374Y /1.305V /E296V /S314F,
F374Y /1.305V /V158T /K337, \/b_'h] 41,
F374Y /V158T/M298Q/K337A/S314E,

[F374Y/V158T/E296V /K337A/S314E,
FaTaV/T.305%1 Vi 58'17]_",296\*’/]\-'1298(‘2,
F374Y /1.305V /V158T/M298Q) /K337 A,
IF374Y /1.305V/V158T/E296V /K337 A,
[F374Y /1.305V /V 1 ‘53']'/\179%() /S314E,
F374Y/1.305V /V1581/E296V /S314E,
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1374Y /E296V /M298Q) /IK337A/V158T/S314E,
F374Y /V158D/ 15296V /M298Q /K337A /S31415,
[F374Y /1L.305V/ V158D /12296V /M298Q) /S314E,
F374Y/L305V/E296V /M298Q/V1581/S314E,
F374Y /1.305V /E296V /M298Q/K337A/V158T,
374Y /1.305V /1E296V /K337A /V158T/S314,
74Y /1.305V /M298Q /K337A/V158T/S314E,
74Y /1.305V/V158D/E296V /M298Q /K337 \,
74Y /1.305V/V158D/1296V /K337A /S314E,
1374Y /1.305V /V 15810 /M298Q) /K337 A /S3141E,
1'374Y /1.305V /E296V /M298Q/K337A /V158T /8314 L,
13374Y /1.305V /V158D/E296V /M298Q/K337A/S314T, S52A, S60A;
R152E, 8344 A, T106N, K143N/N145T, V253N, R290N/A2927T, G291N,
R3ISN/V317T, K143N/N145T/R315N/V317T.

._;J
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Il documento D1 también ensena que los polipéptdos FVII pueden incluir ademas
“remplazos de. .. w0 mds aminodcidos en el dominio Gla terminal N.”

Asi, ¢l documento D1 describe una “lista de lavanderia” de modificaciones en cerca de
40 posiciones, que cubren mis de 700 modificaciones posibles mis incontables
polipéptidos si uno considera mutantes de combinacion.  Este documente describe
cientos  de sustituciones  adicionales de  aminodcidos que los polipéptidos TPVII
modificados pueden incluir adicionalmente, v describe que los polipéptidos IFVII
pueden incluir remplazos de uno o mas aminoacidos en ¢l dominio Gla. El documento
D1 ensena especificamente que las mutaciones deben disminuir la susceptibilidad a los
inhibidores.

Mas atn, el documento D1 no ensefia ni sugiere un polipéptido FVII modificado que
incluyce una sccuencia de aminodcidos establecida en cualquiera de las SEQ 1D NOS:
236-240, que incluyan un dominio Gla heterdlogo. Dicha anterioridad no ensefia ni
sugicre combinar una modificacion a un dominio Gla con la modificacion al
aminoacido M298Q), la cual esta incluida entre los cientos de modificaciones adicionales
que pueden ser combinadas con una o mas de las mds de 700 modificaciones en una
posicion scleccionada entre las posiciones 172, 173, 175, 176, 177, 196, 197, 198, 199,
200, 203, 235, 237, 238, 239, 240, 286, 287, 288, 289, 290, 291, 292, 293, 294, 295, 297,
299, 319, 320, 321, 327, 341, 363, 364, 365, 366, 367, 370, y 373.

8.2.2 Documento D2 (WO1997047651)

Como se menciond anteriormente, ¢l documento D2 ensena polipéptidos FVIL que
incluyen modificaciones que destruyen la actividad coagulante, de modo que ¢l
polipéptido FVII modificado inhibe la cascada de coagulacion y es un anticoagulante.
Las modificaciones que se describen son modificaciones en el sitio catalitico que
climinan la actividad de la coagulacion. T.a anterioridad D2 ensena polipéptidos FVTI
modificados que incluyen una derivacion quimica o modificacion de aminoacidos en
uno o mas residuos en la triada caralitica (Ser344, H193 y 1D242). Dicho documento
tambi¢n afirma que los polipéptidos FVIT modificados anticoagulantes pueden incluir

14




Clarke, Modet & C°

COLOMBIA

opcionalmente un dominio Gla heterdlogo; no se suministran cjemplos de los mismos.

La anterioridad D2 ensena especificamente cualesquier otras mutaciones incluidas en ¢l
polipéptido FVII modificado que son aqucllas que no “deterioran significativamente la
habilidad de la proteina para actuar como un an ucoagulante”. (Ver, pagina 15, lincas 20
v 21). Asi, los polipéptidos FVIT modificados no pueden incluir ninguna mutacion que
pudicran restaurar la actividad de coagulacion.

Iis asi como ¢l documento D2 no ensefa ni sugicre ninguno de los polipéptidos
reivindicados en la presente solicitud que sean polipéptidos activos, ya que D2 cnsena
especificamente que sus polipéptidos acttian como anticoagulantes. 1.a anterioridad D2
no cura las deficiencias de las ensefianzas del documento D1,

8.2.3 Analisis — La combinacidn de las ensefianzas de D2 y D1y las diferencias
con las presentes reivindicaciones

LLa retvindicacion 1 menciona polipéptdos FVII modificados que consisten en la
sccuencia de aminodcidos establecidas en cualquiera de las SEQ 1D NOS: 236-240 o
consisten en la secuencia de aminodcidos establecidas en cualquiera de las SEQ 1D
NOS: 236-240 en las cuales la metionina (M) en ¢l residuo correspondiente a 298 cs
remplazada con glutamina (QQ); v las formas precursoras de estos. Ninguna de las
sccuencias de aminoacidos establecidas como SEQ 1D NOS: 236-240 incluye una
modificacion de aminoacidos que convierta el polipéptido FVIT en un anticoagulante.
Una modificacion en la cual la metionina (M) en el residuo 298 es remplazada con
glutamina (QQ) no csta en el sitio activo, y no disminuye la actvidad.

[a solicitud muestra que los polipéptidos FVIT modificados que incluyen un dominio
Gla heterdlogo, solo o en combinacién con M298Q, retienen la actividad coagulante
(ver, por ¢j., pagina 214, Tabla 16, entradas CB728-730, CB732 y CB850).

lLa anterioridad D1 ensena un género muy grande de polipéptidos FVIT modificados. T4l
objetivo de la modificacion es disminuir la susceptibilidad a los inhibidores. Il
documento D1 suministra una lista de lavanderia de modificaciones de aminodcidos, y
recita al M298QQ en esta lista. Este documento también ensena que los polipéptidos
FVIT modificados pueden incluir remplazos de aminodcidos en el dominio Gla. D1 no
cnsena ni sugicre un polipépudo I'VIT que contiene un dominio Gla heterdlogo, ni
combinar la modificacion M298Q con una modificacion en el dominio Gla. Asi, no
existe ensenanza ni sugerencia en el documento D1 de un polipéptido FVII modificado
que contenga la secuencia de aminoacidos establecida en cualquicra de las SEQ 1D
NOS: 236-240, que no incluya una modificacion de aminoacidos que disminuva la
actividad, ni de un polipéptido que sea la forma precursora de este.

De la misma manera, tampoco hay enscfianza ni sugerencia en la combinacion de las
anterioridades D2y D1 para combinar un dominio Gla heterdlogo con una
modificacion de aminoacido M298Q), ya que el documento D1 ensefia un dominio Gla
heterdlogo con una modificacion de aminoacidos que disminuye la actividad. l.a
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presente solicitud describe ejemplos que muestran que la modificacion de aminoacidos
M298Q incrementa la actividad (ver, por ¢j., las entradas CB592 cn las Tablas 11, 12y
16-18 en las paginas 192, 195, 213 y 215, respectivamente). D1 ensena una lista de
lavanderia de modificaciones de aminodcidos, y no ensefa ni sugiere un polipéptido
I'VIT que contiene un dominio Gla heterélogo, ni combinar la modificacion M298Q)
con un dominio Gla heterdlogo o cualquicr otro dominio Gla modificado. Asi, no
existe ensenanza ni sugerencia en D1 de un polipéptido 'VII modificado que consista
de la sccuencia de aminodcidos establecida en cualquicra de las SEQ 1D NOS: 236-240
en las cuales la metonina (M) en el residuo 298 es remplazada con glutamina (QQ), ni de
un polipéptido que sea la forma precursora de estos.

[l documento D2 no cura las deficiencias de la ensenanza de la anterioridad D1, ya que
D2 ensena polipéptidos FVIT modificados inactivos que deben incluir una modificacion
que vuelva ¢l FVIT un anticoagulante. Modificar cualquiera de los polipéptidos de D1
incluyendo tales mutaciones no puede resultar en los polipéptidos reivindicados en la

presente  solicitud, los cuales no son anticoagulantes. Todos los polipéptidos

reivindicados en la presente solicitud poscen actividad coagulante.

La solicitud muestra que un polipéptido FVIT modificado que incluye un dominio Gla
heterélogo, solo o en combinacion con M298(Q), retienc la actividad (ver, por ¢j., Tabla
16, 1Ds CB728-730, CB732 y CB850, que se reproducen a continuacion):

Mutacion Mutacion k{..nﬂz‘ -
Cear/ K ! Form: lel
D (Numeracion de FVIIT {(Numetacion de RR,I/IJ(?)I s (Ve r(}g:::i(: >
maduro) Quimiotripsina) (Vs WT) i 5
3.83 % :
CB728 Gla permuta con FIX Gla permuta con FIX "'_15(;? 112 Lineal
T : m—
CB729 Gla permuta con IFX Gla permuta con FX Q‘T((;r. 19 [Hiperbolico
F o ila Per ; *rotein; : 319 = = ; e
CI3730 Glal {.tmnr;‘conl tohng Gla Permuta con Prot C 11.[)(, 7 Hiperbolico
CRR732 (,];} !)L‘rml.lm Gla permura con’l'rombina 1'[)41'\( 21 Iiperbolico
______ ] con’T'rombina 107 .
- M298Q/Gla Per ac s N 7.51 % :
13830 et ::[LLH'IHIH san M1560)/Gla permuta con FIX ;{1]?% 219 lineal

Un polipéptido FVIT modificado que contiene las modificaciones M298Q)/Gla permuta
con Iix (por ¢j., el polipéptido de la SEQ 1D NO.:247) cxhibe mas del doble de la
actividad coagulante en un ensayo dependiente del Factor de tejido (ver, por ej., la
entrada CB850) comparadas con el FVIT tipo silvestre (W15 SEQ 1D NO.:3). Cada uno
de los polipéptidos reivindicados, incluye un dominio Gla heterdlogo scleccionado
entre Factor IX, Factor X, proteina C, proteina S y trombina. La solicitud proporciona
cjemplos de trabajo para casi todas las permutas de Gla que muestra que la actividad
coagulante es retenida.

la referencia D1 no sugiere polipéptidos que contienen una permuta de Gla. La
referencia D1 ensena polipéptidos 'VIT que son modificados para que tengan una
resistencia incrementada a los inhibidores; ninguna de las mutaciones mencionadas
incluye la permuracion de Gla, la cual estd incluida en todos los polipéptidos
reivindicados en la presente solicitud. Asi, la anterioridad D1 no ensefia ni sugicre
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ninguno de los polipéptidos reivindicados en la presente solicitud,

Por su parte, ¢l documento 1D2 no cura estas deficiencias. Ta anterioridad D2 es esta
dirigida a polipéptidos que deben incluir mutaciones que vuelven a los polipéptidos
IFVIT inactivos. Asi, la combinacién de los documentos D1 y D2 no puede resultar en
los polipéptidos  reivindicados en la presente solicitud, los cuales no incluyen
mutaciones cn el sitdo de escision de la activacion o wiada catalitica u otro sitio que
vuclva el IF'VIT un anticoagulante por inhibicién, en vez de participar en la cascada de
coagulacion. Por lo tanto, las reivindicaciones 1 a 6 tienen nivel inventivo.

Por lo tanto, ¢l objeto de la presente solicitud no ¢s sélo novedoso, sino que también
implica una actvidad inventiva. Lo mismo se aplica a la materia objeto de las
reivindicaciones restantes que  directa o indirectamente  dependen de la nueva
reivindicacion 1.

9. Conclusiones

Habiendo atendido  cabalmente las objeciones  presentadas  por ese  despacho,
atentamente solicitamos se conceda el privilegio de patente de invencion a la solicirud
en estudio o si el sefior examinador considera que subsisten razones para objetar la
presente invencion, rogamos expedir otro examen de fondo con los debidos motivos v
razones que sustenten su objecion con el fin de que nuestro mandante tenga la
posibilidad de exponer sus argumentos con base en la interpretacion de los articulos 45
de la Decision 486 -el cual otorga la facultad al examinador para emitir los exdmenes de
fondo-, 35 y 59 del Codigo Contencioso Administrativo que sciiala que: “habiendosc
dado oportunidad a los interesados para expresar sus opnnonu y con base cn las
prucbas ¢ informes disponibles, se tomard la decision que serd motivada al menos en
forma sumaria si afecta a particulares” y “(.) debera proferirse la decision definitiva.
IEsta se motvara en sus aspectos de hecho y de derecho, y en los de conveniencia si es
cl caso”, respectvamente (El subrayado es nuestro).

I'n consecuencia, solicitamos a cse despacho pronunciarse en relacion con  todos los
argumentos presentados en este memorial dando estricta aplicacién al principio del
debido proceso consagrado en el articulo 29 de la Constitucién Nacional.

Senor Superintendente,

Cowliie, (i
(Lecdive, o o
CAROLINA DAZA MONTALVO
C.C.66.783.790 de Palmira Valle
TP-141563 CS]
notificaciones(zclarkemodct.com.co
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
E. S. By

Re:  Expediente No. 14-090.232
Solicitud de patente a nombre de CATALYST BIOSCIENCES, INC.

RESPUESTA ART-45

Yo, SILVANA MARIA LOPEZ DIAZ, identificada como aparece al pie de mi
firma, domiciliada en Bogotd, atentamente informo a usted que sustituyo
el poder con que obro, a la doctora CAROLINA DAZA MONTALVO,
domiciliada en Bogotd, identificada con la Cédula de Ciudadania
No0.66.783.790 de Palmira Valle y portadora de la tarjeta profesional
No.TP-141563 del CSJ, con las mismas facultades que me fueron

confericdas para este caso.

Muy atentamente,

SILVANA-MARIA LOPEZ DIAY
C.C.No. 22.468.787
TP- 147463 CSJ

Aceplo sustitucion

Coi s O@Oa M
CAROLINA DAZA NTALVO
C.C. 66.783.790 de Palmira Valle

TP-141563 CS]



PRESENTACION PERBONAL

/EVanterior escrito fue presentado ante el Notario 11 del Clreulo de Bogetd -~
personalmente por SILVANA MARIA LOPEZ DIAZ quien axhibid CC N©-22,468.787
de-BARRANQUILLA'y Tarjeta Profesional de Abogado Noc.147463 del CSJ. ey —

'~ daclard que el contenido del misme es cierto. Bogotd D.C. 30/04/2015 -
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ANEXO 1

Nuevo capitulo reivindicatorio compuesto por 7 reivindicaciones.

Version electronica (CD) de la descripeién modificada
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p-4285
Reiv. Modificadas
16/06/2015

REIVINDICACIONES

1 Un polipéptide (FVII) del factor VII modificado
seleccionado entre:

a) un polipéptido FVII que consiste en la secuencia de
aminoacidos establecida en cualquiera de las SEQ ID NOS: 236 a
240; o

by un polipéptido FVII que consiste en la secuencia de
aminoacidos establecida en cualquiera de las SEQ ID NOS: 236 a
240, en donde la metionina (M) en el residuo correspondiente al
residuo 298 en la SEQ ID NO. 3 es reemplazada con glutamina (Q),
en donde los residuos correspondientes son identificados por
alineamiento; o©

c)un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos
que es la forma precursora de a) o b), en donde el precursor de
cada polipéptido incluye 155 residucs 1-60 de SEQ ID NO: 1 o

residuos 1-38 de SEQ ID NOC:2 en el extremo N-terminal.

2% El polipéptido FVII modificado de la reivindicacién 1,
en donde el polipéptido FVII comprende la secuencia de aminoacidos

establecida en la SEQ ID NO: 247.
3. El polipéptido FVII modificado de las reivindicaciones 1 o

4. El polipéptido FVII modificado de las reivindicaciones 1 o
2 que consiste en la secuencia de aminoacidos establecida en
cualquiera de las SEQ ID NOS: 236-240 y 247 o consiste en la

secuencia de aminoacidos establecida en cualquiera de las SEQ ID




NOS: 236-240 en donde la metionina (M) en el residuo 298 es

reemplazada con glutamina (Q).

5. Bl polipéptido FVII modificado de cualguiera de las
reivindicaciones 1-4, en donde el polipéptido FVII es glicesilado,
carboxilado, Thidroxilado, sulfatado, fosforilado, albuminado o

conjugado a una fraccién de poli etilenglicol (PEG).

6% El polipéptido FVII modificado de cualquiera de las
reivindicaciones 1-5, el cual es un polipéptido de Factor VII
activado de doble cadena, que se escinde entre los residuos
correspondientes a argenina en la posicién 152 y a 1isoleucina en

la posicion 153 de la SEQ ID NO: 3.

7. El polipéptido de la reivindicacién 2, que consiste en la
secuencia de residuos de aminodcido establecida en la SEQ ID NO:

247.
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P-4295
Descripcin Modificada
16/06/2015
POLIPEPTIDOS DEL FACTOR VII (FVII) MODJFICADOS QUE
COMPRENDEN UN DOM,INIO GLA HETEROLOGO Y LAS
COMPOSICIONES FARMACEUTICAS QUE CONTIENEN DICHOS
POLIPEPTIDOS
Solicitudes Relacionadas

Se reclama beneficio de prioridad de la Solicitud Provisional de EEUU
No. 60/923,512, a Edwin Madison, Christopher Thanos, Sandra Waugh
Ruggles y Shaun Coughlin, titulada “POLIPEPTIDOS DE FACTOR VI
MODIFICADOS Y USOS DE LOS MISMOS”, presentada el 13 de abril de
2007.

Esta solicitud estrelacionada con la correspondiente Solicitud de EEUU
No. 12/082, 662 a Edwin Madison, Christopher Thanos, Sandra Waugh
Ruggles y Shaun Coughlin, titulada “POLIPEPTIDOS DE FACTOR VI
MODIFICADOS Y USOS DE LOS MISMOS”, la cual tambén reivindica prioridad
de la Solicitud Provisional de EEUU No. 60/923,512.

Donde sea permitido, la materia objeto de cada una de las solicitudes
anteriormente mencionadas es incorporada por referencia en su totalidad.
CAMPO DE LA INVENCION

Se proporcionan proteinas teraputicas modificadas. En particular se
suministran poligptidos de Factor VII modificados, los cuales incluyen Factor

Vlla y otras formas de Factor VII, y usos de los mismos.

ANTECEDENTES



La hemostasia es el proceso fisiotgico complejo que lleva al cese del
sangrado. Las plaquetas, proteinas plasndticas, vasos sanguineos y las @ulas
endoteliales son los tres componentes de este proceso donde los tres juegan
un papel importante en los eventos que siguen inmediatamente a la lesitn de los
tejidos y el cual, bajo circunstancias normales, resulta en la formacin gpida de
un cagulo. Central a esto es la cascada de coagulactn, una serie de eventos
proteoliticos en los cuales ciertas proteinas plasndticas (o factores de coagulacin)
son activadas secuencialmente en una “cascada” por otro factor de coagulacin
previamente activado, llevando a la &pida generacitn de trombina. Las grandes
cantidades de trombina producida en esta cascada fuego funcionan para rajar
fibrirdgeno en los pptidos de fibrina que se requieren para la formacitn del
cagulo.

Los factores de coagulacin circulan como zintgenos de cadena simple
inactivos, y son activados por medio de la divisin de una o nmés posiciones para
generar una forma activada de dos cadenas de la proteina. El Factor VII (FVII),
una proteina plasmética dependiente de vitamina K, inicialmente circula en la
sangre como un zingeno. El zimbgeno FVII es activado por medio de la

separacin proteoltica en un sitio simple, Arg*2-lle*>3

, resultando en una proteina
de dos cadenas vinculada por una unin de disulfuro simple (FVlla). El FVlla une
su cofactor, factor de tejido (TF), para formar un complejo en el cual el FVila

puede eficientemente activar el factor X (FX) a FXa, iniciando asi la serie de

eventos que resulta en la formacin de fibrina y la hemostasia.



Mientras que la hemostasia normal se logra en la mayoria de los casos,
los defectos en el proceso pueden llevar a desordenes de sangrado en los
cuales se prolonga el tiempo tomado para la formactn de cdgulo. Dichos
desxdenes pueden ser congnitos o adquiridos. Por ejemplo, la hemofilia A 'y B
son enfermedades heredadas caracterizadas por las deficiencias en el factor
VI (FVI) y el factor IX (FIX), respectivamente. La terapia de reemplazo es el
tratamiento tradicional para la hemofilia A y B, e involucra la administractn
intravenosa de FVII o FIX, bien sea preparado de plasma humano o como
proteinas recombinantes. En muchos casos, sin embargo, los pacientes
desarrollan anticuerpos (tambén conocidos como inhibidores) contra las
proteinas infundidas, lo cual reduce o niega la eficacia del tratamiento. El
recombinante FVlla (Novosever®) ha sido aprobado para el tratamiento de
pacientes de hemofilia A o B que tienen inhibidores a FVIIl o FIX, y tambén es
utilizado para detener los episodios de sangrado o prevenir el sangrado
asociado con trauma y/o cirugia. ElI recombinante FVlla tambén ha sido
aprobado para el tratamiento de pacientes con deficiencia de FVII congnita, y
estisiendo utilizado de forma incrementada en usos sin etiqueta, tales como el
tratamiento del sangrado asociado con otros desxdenes de sangrado congitos
0 adquiridos, trauma, y cirugia en pacientes no hemofilicos.

El uso de recombinante FVlla para promover la formactn de cagulos
sobresalta su creciente importancia como un agente terapautico. La terapia de
FVlla deja significantes necesidades nédicas insatisfechas. Por ejemplo, con

base en datos de pruebas clinicas, un promedio de 3 dosis de FVlla por un



periodo de tiempo de 6 horas o nés es requerido para gestionar episodios de
sangrado agudos en pacientes con hemofilia. Se necesitan variantes mmés
eficaces de FVlla para reducir estos requerimientos. Por lo tanto, entre los
objetos ad es un objeto el suministrar poliggptidos FVII modificados que son
disdiados para tener propiedades terapéuticas mejoradas.
RESUMEN

A& se suministran poligptidos de Factor VII (FVIl) modificados. En
particular, a@ se proporcionan poligptidos FVII modificados que exhiben
actividades procoagulantes. Los poligptidos FVII son modificados en secuencia
primaria comparado a un poligptido FVII no modificado, y pueden incluir
inserciones, supresiones y reemplazos de amindcido. Los poliggptidos FVII
modificados que a@ se proveen incluyen poligptidos FVII que exhiben
resistencia incrementada a los afectos inhibidores del inhibidor del factor de
tejido (TFPI), resistencia aumentada a los efectos inhibidores antitrombina-Il|
(AT-1II), unin ZN*? reducida, propiedades farmacociréicas mejoradas, tales
como vida media mejorada, actividad cataltica incrementada en la presencia
y/lo ausencia de TF, y/o untn incrementada a las plaquetas activadas. Los
poligdtidos  FVII modificados pueden contener cualquier combinacin de
modificaciones a@ suministradas, por la cual una o né&s actividades o
propiedades del poliggtido son alteradas en comparacin con un poligptido FVII
no modificado. Tipicamente el poligptido FVII modificado retiene la actividad
procoagulante. A@tambin se suministran mokulas deécido nucleico, vectores y

@ulas que codifican/expresan poliggptidos FVII modificados. Las composiciones



farmaduticas, articulos de manufactura, kits y métodos de tratamiento tambén son
suministrados a@ Los polipgptidos FVII incluyen aBlicas y variantes de especies y
poliggtidos y otras variantes que tienen modificaciones que afectan otras
actividades y/o propiedades. Tambén se incluyen fragmentos activos de los
poligdtidos FVII que incluyen una modificactn a@ provista. Ejemplos de
poligdtidos FVII son aquellos que incluyen la secuencia de amingcidos
establecida en SEQ ID NO:3, asi como las variantes de las mismas que tienen
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 88%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99% o n¥s identidades de secuencia con las mismas.

Los poligptidos de factor VII (FVII) son modificados en secuencia
primaria comparado a un poliggptido FVII no modificado, y pueden incluir
inserciones, supresiones y reemplazos de amindcido. Los poliggptidos FVII
modificados que a@ se proveen incluyen poligptidos FVII que exhiben
resistencia incrementada a los afectos inhibidores de TFPI, resistencia
aumentada a los efectos inhibidores AT-IIl, unn ZN*? reducida, propiedades
farmacociréticas mejoradas, tales como vida media mejorada, actividad catalitica
incrementada en la presencia y/o ausencia de (factor de tejido) TF, y/o unin
incrementada a las plaquetas activadas. Los poligptidos FVII modificados
pueden contener cualquier combinacitn de modificaciones a@suministradas, por
la cual una o més actividades o propiedades del poliggptido son alteradas en
comparacin con un poliggtido FVII no modificado. Los poligptidos FVII pueden
incluir otras modificaciones que alteran otras propiedades y/o actividades.

Tipicamente el poliggptido FVII modificado retiene la actividad procoagulante. A&



tambén se suministran mokculas de &ido nucleico, vectores y dulas que
codifican/expresan  poliggptidos FVII  modificados. Las composiciones
farmaduticas, ariculos de manufactura, kits y métodos de tratamiento tambén son
suministrados a@&

En particular, se suministran poliggptidos aHicas de factor VII (FVII)
modificados y variantes de especies de los mismos o fragmentos activos u
otras variantes de los mismos. A& se suministran poliggptidos FVII, incluyendo
variantes aHicas y especies de los mimos o fragmentos activos de los mismos,
gue contienen una modificacitn que est en una posicin correspondiente a la
posictn D196, K197 o K199 en un poliggtido FVII con una secuencia de
aminaxcidos establecida en SEQ ID NO: 3, o en los residuos correspondientes
en un poliggptido FVII, que incluye variantes aBlicas y especies de los mismos,
fragmentos activos, y otros poliggptidos FVII modificados para otras actividades
o propiedades. Los poligptidos FVII contienen al menos una modificactn en una
posicin correspondiente a la posicin D196, K197 o K199 en un poliggptido que
contiene una secuencia de amingcidos como se establece en SEQ ID NO: 3 o
en los residuos correspondientes en un poligdptido FVII. La modificactn es una
insercin y/o un reemplazo por un amingcido hidrothico o acidico seleccionado
de entre Val (V), Leu (L), lle (), Phe (F), Trp (W), Met (M), Tyr (Y), Cys (C), Asp
(D) y Glu (E). Cuando se proporciona un fragmento activo, el fragmento activo
incluye dicha modificactn. Por ejemplo, se suministra los poliggtidos de factor
VIl (FVIl) modificados, variantes aHicas y especies de los mismos o fragmentos

activos u otras variantes de los mismos que tambgn incluyen un reemplazo



seleccionado de entre D196F, D196W, D196L, D196l, D196Y, K197E, K197D,
K197L, K197M, K1971, K197V, K197F, K197W, K199D, K199E y K197Y.
Adicionalmente, los poliggptidos FVII modificados suministrados pueden
contener una modificactn adicional, que incluye un reemplazo, inserctn o
supresin de amingxcido, en otra posicin en el poligdgtido FVII. En algunos
ejemplos, la modificactn adicional es un reemplazo de aminacido en una
posictn que corresponde a una posicin seleccionada de entre D196, K197,
K199, G237, T239, R290 y K341, en donde la primera modificactiny la segunda
modificactn estn en diferentes amingcidos. Estas modificaciones pueden incluir,
pero no estn limitadas a D196K, D196R, D196A, D196Y, D196F, D196W,
D196L, D196I, K197Y, K197A, K197E, K197D, K197L, K197M, K1971, K197V,
K197F, K197W, K199A, K199D, K199E, G237W, G237T, G237l, G237V,
T239A, R290A, R290E, R290D, R290N, R290Q, R290K, K341E, K341R,
K341N, K341M, K341D y K341Q. Otras modificaciones de ejemplo que son
inserciones de amingaxido, tales como, pero no limitados a, cualquiera de las
siguientes inserciones: G237T238insA, G237T238insS, G237T238insV,
G237T238insAS, G237T238insSA, D196K197insKk, D196K197insR,
D196K197insY, D196K197insW, D196K197insA, D196K197insM,
K1971198insE, K1971198insY, K1971198insA y K1971198insS. Otros poligptidos
FVII  modificados ejemplares incluyen las modificaciones siguientes:
D196R/K197E/K199E, D196K/K197E/K199E, D196R/K197E/K199E/R290E,
D196R/K197M/K199E, D196R/K197M/ K199E/R290E, D196K/K197L, D196F/

K197L, D196L/ K197L, D196M/K197L, D196W/K197L, D196F/K197E,



D196W/K197E, K196V/K197E, K197E/K341Q, K197L/K341Q,
K197E/G237VIK341Q, KI197E/K199E, K197E/G237V, KI199E/K341Q o
K197E/K199E/K341Q.

Tambén se suministran poliggptidos FVII modificados, que incluyen
variantes ablicas y especies de los mismos o fragmentos activos u otras
variantes de los mismos, que tambén pueden contener modificaciones de
amingcido que corresponden a cualquiera o nés de D196R, D 196 Y, D196F,
D196W, D196L, D196l, K197Y, K197E, K197D, K197L, K197M, K197M, Kl 971,
K197V, K197F, K197W, K199D, K199E, G237W, G237I, G237V, R290M,
R290V, K341M, K341D, G237T238insA, G237T238insS, G237T238insV,
G237T238insAS, G237T238insSA, D196K197insK, D196K197insR,
D196K197insY, D196K197insW, D196K197insA, D196K197insM,
K1971198insE, K1971198insY, K1971198insA o K1971198insS en un poligptido
FVII que tiene una secuencia de amindcidos establecida en SEQ ID NO:3 o en
residuos correspondientes en un poligptido FVII. Adicionalmente, estos
polipgptidos FVII modificados pueden contener una modificactn adicional, que
incluye un reemplazo, insercin o supresitn de amingxcido, en otra posicin en el
poligdtido FVII. En algunos ejemplos, la modificactn adicional puede ser un
reemplazo de aminacido en una posicin que corresponde a una posicin D196,
K197, K199, G237, T239, R290 y K341, en donde la modificactn adicional es&
en una posicin diferente de la primera modificactn. Por ejemplo, el poligptido
FVII modificado puede adicionalmente contener un reemplazo de amindcido

seleccionado de entre D196K, D196R, D 196 A, D196Y, D196F, D196M,



D196W, D196L, D196l, K197Y, K197A, K197E, K197D, K197L, K197M, K197,
K197V, K197F, K197W, K199A, K199D, K199E, G237W, G237T, G237I,
G237V, T239A, R290A, R290E, R290D, R290N, R290Q, R290K, K341E,
K341R, K341N, K341M, K341D y K341Q. Los ejemplos de dicho poliggptido FVII
modificado son aquellos que incluyen modificaciones seleccionadas de entre
D196R/R290E, D196R/R290D, D196R/K197E/K199E, D196K/K197E/K199E,
D196R/K197E/K199E/R290E, D196R/K197M/K199E,
D196R/K197M/K199E/R290E, D196K/K197L, D196F/K197L, D196L/K197L,
D196M/K197L, D196W/K197L, D196F/K197E, D196W/K197E, K197L/K341Q,
G237VIK341Q, K197E/G237VIK341Q, K197E/K199E, K197E/G237V,
K199E/K341Q, K197E/K199E/K341Q y K196V/K197E.

En algunos casos, un poliggptido de factor VII (FVII) modificado, que
incluye variante aBicas y especies de los mismos o fragmentos activos de los
mismos u otras variantes de los mismos pueden incluir dos o n&s
modificaciones en un poligptido FVIlI, donde al menos dos de las
modificaciones de aminagcido corresponde a D196K, D196R, D 196 A, D 196 Y,
D196F, D196M, D196W, D196L, D196I, K197Y, K197A, K197E, K197D, K197L,
K197M, K1971, K197V, K197F, K197W, K199A, K199D, K199E, G237W,
G237T, G237l, G237V, T239A, R290A, R290E, R290D, R290N, R290Q,
R290K, K341E, K341R, K341N, K341M, K341D, K341Q, G237T238insA,
G237T238insS, G237T238insV, G237T238insAS, G237T238insSA,
D196K197insK, D196K197insR, D196K197insY, D196K197insW,

D196K197insA, D196K197insM, K1971198insE, K1971198insY, K1971198insA o



K1971198insS en un poligptido FVII que tiene o que incluye una secuencia de
amindkidos establecidas en SEQ ID NO:3 o en residuos correspondientes en
un poligptido FVII. El poliggtido puede incluir més de dos modificaciones, tales
como 2, 3, 4, 5, 667 modificaciones.

Ejemplos de estos son los poliggptidos FVII que incluyen modificaciones
seleccionados de entre D196R/R290E, D196K/R290E, D196R/R290D, D196R/
K197E/ K199E, D196K/ K197E/ K199E, D196R/ K197E/ K199E/R290E, D196R/
K197M/ K199E, D196R/ K197M/ K199E/R290E, D196K/K197L, D196F/ K197L,
D196L/ K197L, D196M/K197L, D196W/ K197L, D196F/K197E, D196W/K197E,
D196V/K197E, K197E/K341Q, K197L/K341Q, G237VIK341Q,
K197E/G237VIK341Q, K197E/K199E, K197E/G237V, K199E/K341Q,
K197E/K199E/K341Q y K197E/G237V/M298Q.

Cualquiera de los poligptidos FVII  modificados mencionados
anteriormente puede exhibir resistencia incrementada al inhibidor de camino de
factor de tejido (TFPI) comparado con el poligptido FVII sin modificar. En
algunos ejemplos, el poliggptido FVII modificado es al menos aproximadamente
0 es 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%,
70%, 80%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 100%,
200%, 300%, 400%, 500% o n®s resistente a TFPI. Adicionalmente, estos
poliggptidos FVII modificados tambén pueden contener un dominio Gla hetedogo,
0 una porcin suficiente del mismo, tal como 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%,
90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, o més de el dominio

Gla hetedogo, para afectar la unin de fosfoipidos. Cualquiera y todos los
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poliggptidos FVII modificados mencionados anteriormente tambgn pueden incluir
un intercambio Gla, que incluye intercambios Gla como a@se establecen como
ejemplos y como se describen.

Un dominio Gla hetetogo puede ser seleccionado de los dominios Gla
de Factor IX (FIX), Factor X (FX), protrombina, proteina C, proteina S,
osteocalcina, proteiha Gla de matriz, proteina 6 espedfica de arresto de
crecimiento (Gas6) o proteina Z. En algunos ejemplos, el dominio Gla hetedogo
en el poliggptido FVII modificado a@ suministrado tiene una secuencia de
amincgcidos establecida en cualquiera de SEQ ID NOS: 110-118, 120y 121, o
una porcin suficiente de la misma para afectar la unin de fosfolipidos. Las
modificaciones al poliggptido FVII pueden llevarse a cabo por medio de la
remocin de todo o una porcin contigua del dominio Gla FVII nativo, el cual
puede incluir amindcidos 1-45 en un poligptido FVII que tiene o que incluye una
secuencia de aminaxidos establecida en SEQ ID NO:3, o en los residuos
correspondientes en un poligptido FVII, y reemplazndolo con el dominio Gla
hetedogo, o una porcin suficiente del mismo para llevar a cabo la unin de
fosfolipidos, tal como para incrementarlo. Dichas modificaciones pueden
resultar en el poligptido FVII modificado que exhibe unin de fosfolpidos
aumentada en comparacin con el poliggptido FVII sin modificar. Por ejemplo, el
poliggptido modificado puede exhibir al menos aproximadamente o 1 %, 2%, 3%,
4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%,
91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 100%, 200%, 300%, 400%,

500% o més de unin de fosfolipidos aumentada.
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Los poligptidos FVII modificados pueden tener todo o una porcin
contigua del dominio Gla FVII nativo removido y reemplazado con el dominio
Gla hetedogo, o una porcin suficiente del mismo para llevar a cabo la unin de
fosfolipidos. Los ejemplos de dichos poligptidos son aquellos en los cuales el
dominio Gla FVII nativo incluye aminacidos 1-45 en un polipggtido FVII que tiene
0 que incluye una secuencia de amindcidos establecida en SEQ ID NO:3, o en
residuos correspondientes en un poligptido FVII. Las modificaciones Gla
incluyen, pero no es#én limitadas a, modificaciones entre Gla Intercambio FIX,
Gla Intercambio FX, Gla Intercambio Prot C, Gla Intercambio Prot S y Gla
Intercambio Trombina.

En virtud de un intercambio Gla el poligptido FVII modificado puede
exhibir una unin de fosfolipidos incrementada. Dicho incremento puede ser de al
menos aproximadamente o 0.5%, 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%,
10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 100%, 200%, 300%, 400%, 500% o nés de unin de
fosfolipidos incrementada.

Los poliggptidos FVII modificados que contienen dominios Gla heteogos
pueden contener modificaciones adicionales en posiciones que resultan en o
exhiben resistencia incrementada al inhibidor de camino de factor de tejido
(TFPI) en comparacin con un poliggptido FVII sin modificar. Ejemplos de dichas
modificaciones son una o nés modificaciones de amindcido en las posiciones
seleccionadas de entre D196, K197, K199, G237, T239, R290, y K341 en un

poliggptido  FVII que tiene o que incluye una secuencia de amindcidos
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establecida en SEQ ID NO:3 o en residuos correspondientes en un poligptido
FVII. Espedficamente, dichas modificaciones pueden incluir una o n#és
modificaciones de aminagcido seleccionadas de entre D196K, D196R, D196A,
D196Y, D196F, D196M, D196W, D196L, D196l, K197Y, K197A, KI197E,
K.197D, K197L, K197M, K197I, K197V, K197F, K197W, K199A, K199D,
K199E, G237W, G237T, G237l, G237V, T239A, R290A, R290E, R290D,
R290N, R290Q, R290K, K341E, K341R, K341N, K341M, K341D, K341Q,
G237T238insA, G237T238insS, G237T238insV, G237T238insAS,
G237T238insSA, D196K197insK, D196K197insR, D196K197insY,
D196K197insW, D196K197insA, D196K197insM, K1971198inskE, K1971198insY,
K1971198insA y K1971198insS. Por ejemplo, los poligptidos FVII modificados
que contienen un dominio Gla hetedogo tambén pueden contener los
reemplazos de aminatido y/o inserciones tales como, pero no limitadas a,
D196R/R290E, D196K/R290E, D196R/R290D, D196R/ K197E/K199E,
D196K/K197E/K199E, D196R/K197E/ K199E/R290E, D196R/ K197M/ K199E,
y D196R/ K197M/K199E/R290E.

En algunos casos, dichas modificaciones adicionales resultan en una
resistencia aumentada al TFPI del polipgptido modificado en comparacin con el
polipdptido FVII que no contiene la modificacitn, es decir, el poligdptido FVII sin
modificar.

Cualquiera de los poliggptidos FVII modificados descritos anteriormente,
incluyen aquellos que exhiben resistencia incrementada al TFPI o unin

aumentada a fosfolipidos, o cualquier combinactn de los mismos, puede
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adicionalmente contener otras modificaciones, incluyendo cualquiera descrita
en el arte. Dichas modificaciones adicionales de aminccido pueden aumentar la
resistencia a antitrombina-lll (AT-IIl), incrementar la unin y/o afinidad a
fosfolipidos, incrementar la afinidad para el factor de tejido (TF), incrementar la
actividad intinseca, alterar la conformacin del poliggptido para alterar
zimogenicidad, incluyendo la alteracitn de la conformacin a una o nés formas
parecidas a zinbgeno o una forma menos parecida a zimégeno, incrementar la
resistencia a proteasas, disminuir la glicosilactn, incrementar la glicosilactn,
reducir la inmunogenicidad, incrementar la estabilidad, y/o facilitar la vinculacitn
del grupo quimico. Por ejemplo, los poligptidos FVII modificados a&
suministrados pueden contener modificaciones en la posicin Q176, M298 o
E296 en un poligptido FVII que tiene o que incluye una secuencia de
amindkidos establecida en SEQ ID NO:3 o en residuos correspondientes en un
poliggptido FVII. En algunos ejemplos, los poligptidos FVII modificados pueden
contener adicionalmente modificaciones de amingcido de entre Q176A,
M298Q, E296V y/ E296A. En otros ejemplos, los poligptidos FVII modificados
pueden adicionalmente contener, adicional al intercambio Gla y/u otras
modificaciones anotadas, una o nés de las siguientes modificaciones de
aminccido: S278C/V302C, L279C/N301C, V280C/V301C, S281C/V299C,
inserctn de una tirosina en la posicin 4, F4S, FAT, P10Q, P10E, P10D, P10N,
Q21N, R28F, R28E, 130C, 130D, I30E, K32D, K32Q, K32E, K32G, K32H, K32T,
K32C, K32A, K32S, D33C, D33F, D33E, D33K, A34C, A34E, A34D, A34l,

A34L, A34M, A34V, A34F, A34W, A34Y, R36D, R36E, T37C, T37D, T37E,
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K38C, K38E, K38T, K38D, K38L, K38G, K38A, K38S, K38N, K38H, L39E,
L39Q, L39H, W41N, W41C, WA41E, W41 D, 142R, 142N, 142S, 142A, 142Q, 142N,
142S, 142A, 142Q, 142K, S43Q, S43N, Y44K, Y44C, Y44D, Y44E, S45C, S45D,
S45E, D46C, A51N, S53N, GS58N, G59S, G59T, K62E, K62R, K62D, K62N,
K62Q, K62T, L65Q, L65S, L65N, F71D, F71Y, F71 E, F71Q, . F71IN, P74S,
P74A, AT5E, A75D, E77A, E82Q, E82N, E82S, E82T T83K, NO95S, N95T,
G97S, GI97T, Y101N, D104N, T106N, K109N, E116D, G117N, G124N, S126N,
T128N, L141C, L141D, L141E, E142D, E142C, K143C, K143D, K143E, R144E,
R144C, R144D, N145Y, N145G, N145F, N145M, N145S, N145I, N145L,
N145T, N145V, N145P, N145K, N145H, N145Q, N145E, N145R, N145W,
N145D, N145C, K157V, K157L, K1571, K157M, K157F, K157W, K157P,
K157G, K157S, K157T, K157C, K157Y, K157N, KI157E, K157R, K157H,
K157D, K157Q, V158L, V158I, V158M, V158F, V158W, V158P, V158G,
V158S, V158T, V158C, V158Y, V158N, VI158E, V158R, V158K, V158H,
V158D, V158Q, A175S, A175T, G179N, 1186S, 1186T, V188N, R202S, R202T,
1205S, 1205T, D212N, E220N, 1230N, P231N, P236N, G237N, Q250C, V253N,
E265N, T267N, E270N, A274M, A274L, A274K, A274R, A274D, A274V, A274l,
A274F, A274W, A274P, A274G, A274T, A274C, A274Y, A274N, A274E,
A274H, A274S, A274Q, F275H, R277N, F278S, F278 A, F278N, F278Q,
F278G, L280N, L288K, L288C, L288D, D289C, D289K, L288E, R290C, R290G,
R290A, R290S, R290T, R290K, R290D, R290E, G291E, G291D, G291C,
G291N, G291K, A292C, A292K, A292D, A292E, T293K, E296V, E296L, E296lI,

E296M, E296F, E296W, E296P, E296G, E296S, E296T, E296C, E296Y,
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E296N, E296K, E296R, E296H, E296D, E296Q, M298Q, M298V, M298L
M298l, M298F, M298W, M298P, M298G, M298S, M298T, M298C, M298Y,
M298N, M298K, M298R, M298H, M298E, M298D, P303S, P303ST, R304Y
R304F, R304L, R304M, R304G, R304T, R304A, R304S, R304N, L305V,
L305Y, L305I, L305F, L305A, L305M, L305W, L30O5P, L305G, L305S, L305T,
L305C, L305N, L305E, L305K, L305R, L305H, L305D, L305Q, M306D,
M306N, D309S, D309T, Q312N, Q313K, Q313D, Q313E, S314A, S314V,
S3141, S314M, S314F, S314W, S314P, S314G, S314L, S314T, S314C,
S314Y, S314N, S314E, S314K, S314R, S314H, S314D, S314Q, R315K,
R315G, R315A, R315S, R315T, R315Q, R315C, R315D, R315E, K316D,
K316C, K316E, V317C, V317K, V317D, V317E, G318N, N322Y, N322G,
N322F, N322M, N322S, N322I, N322L, N322T, N322V, N322P, N322K,
N322H, N322Q, N322E, N322R, N322W, N322C, G331N, Y332S, Y332A,
Y332N, Y332Q, Y332G, D334G, D334E, D334A, D334V, D334l, D334M,
D334F, D334W, D334P, D334L, D334T, D334C, D334Y, D334N, D334K,
D334R, D334H, D334S, D334Q, S336G, S336E, S336A, S336V, S336l,
S336M, S336F, S336W, S336P, S336L, S336T, S336C, S336Y, S336N,
S336K, S336R, S336H, S336D, S336Q, K337L, K337V, K337I, K337M, K337F,
K337W, K337P, K337G, K337S, K337T, K337C, K337Y, K337N, K337E,
K337R, K337H, K337D, K337Q, K341E, K341Q, K341G, K341T, K341A,
K341S, G342N, H348N, R353N, Y357N, I361N, F374P, F374A, F374V, F374l,
F374L, F374M, F374W, F374G, F374S, F374T, F374C, F374Y, F374N, F374E,

F374K, F374R, F374H, F374D, F374Q, V376N, R379N, L390C, L390K, L390D,
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L390E, M391D, M391C, M391K, M391N, M391E, R392C, R392D, R392E,
S393D, S393C, S393K, S393E, E394K, P395K, E394C, P395D, P395C,
P395E, R396K, R396C, R396D, R396E, P397D, P397K, P397C, P397E,
G398K, G398C, G398D, G398E, V399C, V399D, V399K, V399E, L400K,
L401K, L401C, L401D, L401E, R402D, R402C, R402K, R402E, A403K, A403C,
A403D, A403E, P404E, P404D, P404C, P404K, F405K, P406C, K32N/A34S,
K32N/A34T, F31N/D33S, F31N/D33T, I3BON/K32S, I30N/K32T, A34N/R36S,
A34N/R36T, K38N/F40S, K38N/F40T, T37N/L39S, T37N/L39T, R36N/K38S,
R36N/K38T, L39N/W41S, L39N/W41T, F40N/I42S, FAON/142T, 142N/ Y44S,
142N/ Y44T, Y44N/ D46S, Y44N/ D46T, D46N/D48S, D46N/D48T, G47N/Q49S,
G47N/Q49T, K143N/ N145S, K143N/ N145T, E142N/R144S, E142N/R144T,
L141N/K143S, L141N/K143T, 1140N/E142S/, 1140N/E142T, R144N/A146S,
R144N/A146T, A146N/K148S, A146N/K148T, S147N/P149S/, S147N/P149T,
R290N/A292S, R290N/A292T, D289N/G291 S, D289N/G291T, L288N/R290S,
L288N/R290T, L287N/D289S, L287N/D289, A292N/A294S, A292N/A294T,
T293N/L295S, T293N/L295T, R315N/V317S, R315N/V317T, S314N/ K316S,
S314N/ K316T, Q313N/ R315S, Q313N/ R315T, K316N/G318S, K316N/G318T,
V317N/D319S, V317N/D319T, K341N/ D343S, K341N/ D343T, S339N/K341S,
S339N/K341T, D343N/G345S, D343N/G345T, R392N/E394S, R392N/E394T,
L390N/ R392S, L390N/ R392T, K389N/M391S, K389N/M391T, S393N/P395S,
S393N/P395T, E394N/R396S, E394N/R396T, P395N/P397S, P395N/P397T,
R396N/G398S, R396N/G398T, P397N/V399S, P397N/V399T, G398N/L400S,

G398N/L400T, V399N/L401S, V399N/L401T, L400N/R402S, L400N/R402T,
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L401N/A403S, L401N/A403T, R402N/P404S, R402N/P404T, A403N/F405S,
A403N/F405T, P404N/P406S y P404N/P406T, V158D/G237V/E296V/M298Q,
K197E/G237VIM298Q, K197E/G237VIM298Q/K341Q,
K197E/K199E/G237V/IM298Q/K341Q, G237V/IM298Q, G237V/IM298Q/K341Q,
M298Q/Gla Intercambio FIX, K197E/M298Q y M298Q/K341D.

Cualquiera de los poliggptidos FVII modificados a@ suministrados puede
contener uno o nés modificaciones adicionales de aminagcidos que aumenta la
resistencia a la antitrombina-lll (AT-llIl), aumenta la unin y/o afinidad a los
fosfolipidos, aumenta la afinidad del factor de tejido (TF), aumenta la actividad
intinseca, altera la conformacin del poligptido para alterar la zimogenicidad,
aumenta la resistencia a las proteasas, disminuye la glicosilacin, aumenta la
glicosilactn, reduce la inmunogenicidad, aumenta la estabilidad, y/o facilita la
vinculactn del grupo quimico. Por ejemplo, la zimogenicidad alterada puede
conferir una forma m& parecida a zimbgeno o una forma menos parecida a
zimbgeno. Dichos poligptidos FVII modificados, por ejemplo, pueden incluir la
sustituctn de las posiciones 300-322, 305-322, 300-312, o 305-312 con los
aminagcidos correspondientes de la tripsina, trombina o FX, o la sustituctn de las
posiciones 310-329, 311-322 o 233-329 con los amindgkidos correspondientes
de la tripsina.

Los poliggptidos modificaods que a@ se suministran incluyen aquellos en
los cuales el poliggptido FVII sin modificar o contiene o incluye una secuencia
de amindxidos establecidos en la SEQ ID NO: 3. Ejemplos de poligptidos FVII

modificados son los poliggptidos que tienen o que incluyen una secuencia de
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amindkidos establecida en cualquiera de SEQ ID NOS: 18-43, 125-150 y 206 a
250 o variantes aHicas o especies de las mismas. Las variantes aHicas o
especies u otra variante puede tener 40%, 50%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
85%, 88%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o nés de
identidad de secuencia para el poliggptido establecido en la SEQ ID NO: 3, con
exclusin de las modificaciones de aminacidos. Las fuentes de poliggptidos FVII
incluyen los seres humanos y otras especies no humanas. Los poligptidos
pueden ser poligptidos maduros o poligptidos precursores. En algunas
modalidades, tnicamente se modifica la secuencia primaria del poliggptido FVII.
Adicionalmente, los poligptidos FVII puede incluir una modificactn quimica o una
modificactn post-translacional, tal como, pero no limitado a, glicosilacin,
carboxilacin, hidroxilactn, sulfonacin, fosforilacin, albuminacin, o la conjugacin a
otra fraccin, tal como una fraccin de polietilenglicol (PEG).

Los poliggptidos FVII modificados pueden suministrarse como poligptidos
de cadena simple o como mezclas de cadena simple y cadena doble o formas
de cadena mitiple, o como cadena doble, cadena de tres o de otras formas de
cadena niitiple. Los poligdptidos FVII modificados pueden ser proporcionados
como poligptidos inactivos o activos. La activactn puede realizarse, por
ejemplo, por desdoblamiento proteolitico por auto activacin, desdoblamiento por
Factor IX (FIXa), desdoblamiento por Factor X (FXa), desdoblamiento por factor
XIl (FXlla), o desdoblamiento por trombina.

Los poligptidos FVII modificados tipicamente retienen una o nés

actividades o las propiedades del poligptido FVII sin modificar. Las
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modificaciones pueden incluir modificaciones en el 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
20, 30, 40, 50 o 60 posiciones de aminaxcidos, siempre que el poligptido retenga
al menos una actividad FVII del poliggptido FVII sin modificar. La retenctn de
actividad puede ser al menos aproximadamente, el 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 10%,
20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% , 95%, 96%, 97%, 98%, 99%,
100%, 200%, 300%, 400%, 500%, o nmés de la actividad del poliggptido FVII sin
modificar. Las actividades incluyen, por ejemplo, la unitn del factor de tejido
(TF), la activactn del factor X (FX), la activacin del factor 1X (FIX), unin de
fosfolipidos, y la actividad de coagulacin. Las actividades se pueden aumentar o
disminuir. Entre los polipgtidos modificados a@ suministrados se encuentran
aquellos en los cuales se incrementa la actividad de coagulacin. La actividad
puede ser evaluada in vitro o in vivo.

Tambén se proporcionan mokculas de &cido nucleico que incluyen una
secuencia de nucleidos que codifica cualquiera de los poligptidos FVII
modificados. Tambgn se proporcionan vectores, tales como vectores procariotas
0 vectores eucariotas, incluyendo vectores de mamiferos, y vectores virales.
Ejemplos de vectores virales incluyen un adenovirus, un virus adeno asociado,
un retrovirus, un virus de herpes, un lentivirus, un poxvirus, y vectores de
citomegalovirus. Tambin se proporcionan @&ulas que contienen las mokculas de
&ido nucleico o los vectores. Las @ulas pueden ser eucariotas, tales como
@ulas de mamiferos o de levadura, o @ulas procariotas. Las dulas de mamiferos
incluyen, por ejemplo, dulas de riin de famster bek® (BHK.-21) o dulas 293 y

@ulas CHO. Las dulas pueden ser cultivadas en condiciones en las que se
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expresa el poliggptido FVII modificado. Esta puede ser secretada. Se suministra
el poliggptido FVII modificado producido por dichas @ulas.

Tambén se proporcionan composiciones que contienen los poligptidos
FVII modificados a@& suministrados. En particular, se proporcionan
composiciones farmacuticas que contienen dichos poligptidos. Las
composiciones pueden contener una concentractn o cantidad terapiuticamente
eficaz de un poliggptido FVII modificado, o una mokcula de &cido nucleico o un
vector o una @ula acésuministrada en un vehiculo farma@uticamente aceptable.
Las composiciones farma@uticas pueden ser formuladas para administractn de
dosistnica o de dosis mitiple. La composictn farmacutica puede ser en cualquier
forma, como un liquido, gel o <iido, y provista en forma de @psulas,
contenedores y otros vehiculos adecuados. Estas pueden ser formuladas para
diluctn antes de la administractn o en cualquier otra forma adecuada. La
cantidad puede depender de la enfermedad tratada y/o el individuo tratado v,
en caso necesario, puede determinarse empiricamente. La composicin
farmaciutica puede formularse por cualquier via de administracin, incluyendo,
por ejemplo, administractn local, sisémica o ftpica, o formulada para
administractn oral, nasal, pulmonar, bucal, transdmica, subcutnea,
intraduodenal, enteral, parenteral, intravenosa o intramuscular. Las
composiciones farmacticas pueden ser formuladas para liberactn controlada.

Tambén se proporcionan méodos de tratamiento y usos de las
composiciones para el tratamiento. Las composiciones farmaduticas se

administran o se formulan para administractn a un sujeto que tiene una
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enfermedad o condicin que es tratada por la administracitn de FVII, incluyendo
el tratamiento mediante la administracin de FVII activo (FVlla). El tratamiento
con la composictn farmacutica aminora o alivia los sintomas asociados con la
enfermedad o condicih. La administractn puede ser seguida o acompdiado por
la vigilancia a un sujeto para cambios en los sintomas asociados con la
enfermedad mediada por FVII o condictn. Las enfermedades o afecciones
tratadas, incluyen, pero no se limitan a, desrdenes de coagulacin sanguinea,
trastornos hematolyicos, trastornos hemorégicos, hemdfilias, deficiencia de
factor VIl y trastornos de sangrado. Ejemplos de estos son la hemofilia A o
hemofilia B o hemofilia C. La hemofilia puede ser conghnita o adquirida, como
por ejemplo debido a una complicactn hemorgégica por una cirugia o
traumatismo. El sangrado puede manifestarse como hemartrosis aguda,
artropata hemoflica cinica, hematomas, hematuria, hemorragias del sistema
nervioso central, hemorragias gastrointestinales o hemorragia cerebral, y puede
ser consecuencia de, por ejemplo, extraccin dental o cirugia, tal como, por
ejemplo, angioplastia, cirugia pulmonar, cirugia abdominal, cirugia espinal, cirugia
cerebral, cirugia vascular, cirugia dental, o cirugia de trasplante de &rganos, tal
como el trasplante de médula ésea, corazn, pulnon, @ncreas e higado. El sujeto
puede tener anticuerpos contra el factor VIII o factor I1X. El tratamiento puede ir
acompdiado de, o se administran de forma secuencial o intermitente, con uno o
nmés factores de coagulacitn adicionales, tales como, por ejemplo, factores de
coagulacin de plasma o recombinantes purificadas, procoagulantes, tales como

vitamina K, derivados de la vitamina K e inhibidores de la proteina C, plasma,
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plaquetas, gtbulos rojos y corticosteroides. Las composiciones farmacuticas
pueden ser utilizadas con composiciones que contengan esos otros factores de
coagulacin.

Se suministran articulos de fabricactn que contienen material de embalaje
y una composicin farmadutica contenida en el material de embalaje, v,
opcionalmente, instrucciones para su administractn. Por ejemplo, el polipgtido
FVII modificado en la composicitn farmac@utica puede ser para el tratamiento de
una enfermedad mediada por FVII o trastorno, y el material de embalaje puede
incluir una etiqueta que indica que el poliggptido FVII modificado se utiliza para
el tratamiento de una enfermedad mediada por FVII o trastorno. También se
proporcionan kits que contienen las composiciones farmadticas y un
dispositivo para la administracon de la composicin y, opcionalmente,
instrucciones para su administracin.
BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 muestra la cascada de coagulacitn. La figura muestra la via
intinseca y la via extrinseca de coagulacin para la produccin independiente de
FXa y la convergencia de las vias a una via comin para generar trombina y
fibrina para la formacin de un cagulo. Estas vias estn interconectadas. La figura
muestra el orden de las mokculas implicadas en la cascada de activacin en el
que un zintgeno se convierte en una proteasa activa por medio de la ruptura de
uno o més enlaces peptdicos. La proteasa activada luego sirve como activador
de la proteasa para la mokcula de zimigeno siguiente en la cascada, en Utima

instancia, resultando en la formacin de cagulos.
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La Figura 2 muestra el modelo basado en @&ulas de coagulacin (ver por
ejemplo, Hoffman et al. (2001) Thromb Haemost 85:958-965). La figura
muestra los eventos de coagulactn a medida que son separados en tres fases,
donde la iniciacin de la coagulacin se efectia mediante la activactinde FX a FXa
por el complejo TF/FVIla sobre la dula de apoyo TF, lo que resulta en la
generacitn de una pequdia cantidad de trombina desplés de la activactn por FXa
/ FVA. La amplificacin se produce cuando la trombina se une y activa las
plaguetas, y se inicia la activactn de una cantidad suficiente de los factores de
coagulactn adecuados para formar los complejos FVllla/FIXa y FVa/FXa. La
propagacin de la coagulacin se produce en la superficie de un gran nimero de
plaquetas activadas en el sitio de la lesitn, resultando en un estallido de la
generactin de trombina, que es lo suficientemente grande para generar
suficiente fibrina de fibririgeno para establecer un cagulo en el sitio de la lesin.

La Figura 3 muestra los mecanismos por los cuales la FVlla puede
iniciar la formacin de trombina. La figura ilustra la via dependiente de TF de la
generacitn de trombina FVlla, que acta en la superficie de una @ula de rumbo
TF y consiste en complejos de FVlla con TF previo a la activactn de FX a FXa.
La figura tambén muestra la via independiente de TF de generacitn de trombina
FVlla, durante la cual la FVlla se une a los fosfolipidos en las plaquetas
activadas y activa FX a FXa, que a su vez con los complejos con FVa para unir
protrombina en trombina.

La Figura 4 muestra el complejo inhibidor cuaternario que se produce

cuando el complejo TFPI/FXa se une al complejo TF/FVlla. El TFPI contiene
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tres dominios Kunitz. El dominio Kunitz 2 (K-2) interactia e inhibe FXa, mientras
que el dominio Kunitz (K-1) interactia e inhibe FVlla.
La Figura 5 muestra la alineacin de la secuencia de amindcidos de los

primeros dominios de Kunitz de (a) BPTIP-*

(posiciones de aminaddos 1 a 55
de la SEQ ID NO:106) y TFPI-2 (posiciones de amindkidos 14-65 de la SEQ ID
NO:105), y (b) TFPI-1 (posiciones de aminagddos 26-76 de la SEQ ID NO:102)
y TFPI-2 (posiciones de aminagcidos 14-65 de la SEQ ID NO:105), y muestra los
amingcidos conservados.

La Figura 6 muestra el modelo de homologia para determinar los
residuos de contacto en la interfaz de la interacctn entre FVila y TFPI. La
estructura de dominio Kunitz 1 (K1) de TFPI-2 fue tomada de | estructura de

I°15 en la estructura de

cristal de complejo de tripsina/TFPI y modelado en BPT
cristal de TF/FVIla/BPTI°*™®. La mutaginesis in silico se lleda cabo para adaptar
los amindcidos correspondientes de TFPI-1 K1 al modelo. Los residuos de
contacto de FVlla que puedan participar en la interacctn con TFPI en la interfaz
proteina-proteina fueron identificados y establecidos como candidatos para la
mutagenesis en el desarrollo de polipggptidos FVII resistentes a TFPI.

La Figura 7 muestra la interaccon modelada entre FVila y TFPI. En
particular, la figura muestra los residuos de contacto de FVII que es#n
presentes en la interfaz del FVlla y la interacctn de TFPI, y los residuos de
contacto correspondientes de TFPI, que forman contactos electrostticas

complementarios.

DESCRIPCION DETALLADA
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A menos que se define de otra manera, todos los &minos €écnicos y
cientficos que se utilizan en este documento tienen el mismo significado que se
entiende cominmente por una persona versada en la materia a la cual la
invencin pertenece. Todas las patentes, solicitudes de patentes, solicitudes
publicadas y publicaciones, secuencias de banco de genes (Genbank), bases
de datos, sitios Web y otros materiales publicados a los que se hace referencia
a lo largo de la divulgactn completa aqui, a menos que se indique lo contrario,
se incorporan por referencia en su totalidad. En el caso de que haya una
pluralidad de definiciones para los &minos en este documento, los de esta
seccin prevalecen. Cuando se haga referencia a una URL u otro tales como
identificador o direccn, se entiende que esos identificadores pueden cambiar y
la informactn particular en Internet puede ir y venir, pero la informacin
equivalente se puede encontrar buscando en Internet. Las referencias de all
evidencian la disponibilidad y la difustn pbblica de dicha informacin.

Como se usa aqui, la via de coagulacin o cascada de coagulacin se
refiere a la serie de eventos de activactn que conduce a la formacitn de un
cadgulo de fibrina insoluble. En la cascada de coagulactn o Via, una proteina
inactiva de una proteasa de serina (tambén llamado zimbgeno) se convierte en
una proteasa activa por la ruptura de uno o més enlaces peptidicos, que luego
sirve como activador de la proteasa para la mokcula de zinmdgeno siguiente en la
cascada. En el paso proteoitico final de la cascada, el fibrirfigeno es
proteoliticamente roto por la trombina a fibrina, que luego es vinculado de forma

cruzada en el sitio de la lesin para formar un cdgulo.
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Como se usa aqui, "hemostasia" se refiere a la interrupctn de la
hemorragia o flujo de sangre en un &gano o parte del cuerpo. El &mino
hemostasia puede abarcar todo el proceso de coagulacin de la sangre para
prevenir la pdida de sangre desplés de una lestn de los vasos sanguineos
posterior a la disoluctndel cagulo de sangre después de la reparacinde tejidos.

Como se usa aqui, "coagulacitn” se refiere a la formacin de un cagulo de
fibrina insoluble, o el proceso por el cual los factores de coagulacin de la
sangre que interactian en cascada de coagulacitn, resultando en la formacin de
un cagulo de fibrina insoluble.

Como se usa aqui, una "proteasa” es una enzima que cataliza la hiddisis
de los enlaces covalentes peptidicos. Estas designaciones incluyen formas de
zimbgeno y activado simple, dos y mitiples formas de la cadena de la misma.
Para mayor claridad, la referencia a las proteasas se refiere a todas las formas.
Las proteasas incluyen, por ejemplo, proteasas de serina, proteasas de cisteina,
proteasas aspiticas, treonina y metalo-proteasas en funcin de la actividad
catalitica de su sitio activo y el mecanismo de ruptura de los enlaces peptidicos
de un sustrato objetivo.

Como se usa aqui, las proteasas de serina 0 endopeptidasas de serina
se refiere a una clase de peptidasas, que se caracterizan por la presencia de
un residuo de serina en el sitio activo de la enzima. Las proteasas de serina
participan en un amplio rango de funciones en el cuerpo, incluyendo la
coagulactn de la sangre e inflamacitn, as como el funcionamiento de las

enzimas digestivas en procariotas y eucariotas. EI mecanismo de ruptura por
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proteasas de serina se basa en el ataque nucleofilico de un enlace peptidico
objetivo de una serina. La cisteina, treonina o mokculas de agua asociadas con
el aspartato o metales tambén pueden desempdiar este papel. Las cadenas
alineadas de lado de la serina, histidina y aspartato forman una triada catalitica
comn a la mayora de las proteasas de serina. El sitio activo de serina proteasas
tiene la forma de una hendidura donde se une el sustrato poligptido.

Como se usa aqui, el factor VII (FVII, F7, tambén conocido como Factor 7,
factor de coagulacitn VII, factor de suero FVII, acelerador de conversin de
protrombina de suero, SPCA, proconvertina y eptacog alfa) se refiere a una
proteasa de serina que es parte de la cascada de coagulacitn. FVII incluye un
dominio Gla, dos dominios EGF (EGF-1 y EGF-2), y un dominio de la proteasa
de serina (o dominio Sl peptidasa) que estaltamente conservada entre todos
los miembros de la familia S| peptidasa de proteasas de serina, como por
ejemplo con la quimotripsina. La secuencia de un precursor ejemplar FVII que
tiene un pptido sdial y propptido se establece en la SEQ ID NO:1. Un poligptido
FVII maduro ejemplar se establece en la SEQ ID NO:3. El FVII ocurre como un
zimbgeno de cadena simple, un poliggptido de cadena doble parecido a zinmdgeno
y una forma de cadena doble completamente activada. La activacin completa,
gue se produce al cambio en la conformacin de una forma parecida a zimbégeno,
se produce al unirse a co-factor del factor de tejido. Adenss, las mutaciones
pueden ser introducidas que resultan en el cambio de conformacitn en la

ausencia del factor de tejido. Por lo tanto, la referencia a FVII incluye formas de
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una cadena simple y cadena doble de la misma, incluyendo formas parecidas a
zimbgeno cadenas dobles completamente activadas.

La referencia al poliggtido FVII tambén incluye poliggptidos precursores y
poliggptidos FVII maduros en formas de cadena simple y cadena doble, formas
truncadas de las mismas que tienen actividad, e incluye variantes aBlicas y
variantes de especies, variantes codificadas por variantes de empalme, y otras
variantes, incluyendo los poligptidos que tienen al menos 40%, 45%, 50%,
55%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o nés de
secuencia identidad para el poliggptido precursor establecido en la SEQ ID NO:1
o la forma madura de la misma. Se incluyen los poliggptidos FVII modificados,
tales como aquellos de las SEQ ID NOS:18-43, 125-150 o 206-150 y variantes
de los mismos. Tambén se incluyen aquellos que retienen al menos una
actividad de un FVII, tales como TF vinculante, factor X vinculante, fosfolipidos
vinculantes, y/o actividad coagulante de un FVII. Al mantener la actividad, la
actividad puede ser alterada, tal como reducida o aumentada, en comparacin
con poligptido FVII tipo salvaje siempre y cuando el nivel de actividad retenida
sea suficiente para producir un efecto detectable. Los poligptidos FVII incluyen,
pero no se limitan a, isoformas de tejidos espedificos y variantes aHicas del
mismo, mokculas sintticas preparado por la translactn de &idos nucleicos,
proteinas generadas por sintesis quimica, tales como sintesis que incluyen
ligadura de poliggptidos més cortos, mediante métodos recombinantes, proteinas
aisladas a partir de tejido y @ulas humano y no humano, poliggptidos FVII

quing&icos y formas modificadas de los mismos. Los poligptidos FVII tambén
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incluyen fragmentos o porciones de FVII que son de una longitud suficiente o
gue incluyen regiones apropiadas para conservar al menos una actividad (tras
la activacitn en caso necesario) de un polipggtido maduro de longitud completa.
Los poliggptidos FVII tambén incluyen aquellos que contienen modificaciones
guimicas o modificaciones posttranslacionales y los que no contienen
modificaciones quimicas o posttranslacionales. Dichas modificaciones incluyen,
pero no se limitan a, pegilactn, albuminactn, glicosilactn, farnisilactn,
carboxilacitn, hidroxilactn, fosforilactn, y otras modificaciones de polipptido
conocidas en el arte.

Poliggptidos FVII ejemplares son aquellos de mamiferos, incluidos los de
origen humano. Las secuencias de aminaxcidos ejemplares de FVII de origen
humano estn establecidas en las SEQ ID NOS: 1, 2 y 3. Las variantes
ejemplares de dichos poliggptidos FVII de humano, incluye cualquiera de los
poliggtidos precursores establecidos en las SEQ ID NOS: 44-100. Los
polipgptidos FVII tambin incluyen los de origen no humano incluyendo, pero no
limitado a, murino, caninos, felinos, leporino, aviar, bovino, ovino, porcino,
equino, piscino, ranino, y poligptidos factor VII de otro primate. Los poligptidos
FVII ejemplares de origen no humano incluyen, por ejemplo vaca (Bos taurus,
SEQ ID NO:4), ratn (Mus musculus, SEQ ID NO:5), chimpan pigmeo (Pan
paniscus, SEQ ID NO:6), chimpanc (Pan troglodytes, SEQ ID NO:7), conejo
(Oryctolagus cuniculus, SEQ ID NO:8), rata (Rattus norvegicus, SEQ ID NO:9),
macacos rhesus (Macaca mulata, SEQ ID NO: 10), cerdo (Sus scrofa, SEQ ID

NO:11), perro (Canisfamiliaris, SEQ ID NO:12), pez cebra (Brachydanio rerio,
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SEQ ID NO:13), pez globo japorés (Fugu rubripes, SEQ ID NO:14), pollo (Gallus
Gallus, SEQ ID NO:15), oranguén (Pongo pygmaeus, SEQ ID NO:16) y gorila
(Gorilla gorilla, SEQ ID NO:17).

Alguien experto en la materia reconoce que las posiciones de referencia
del polipgdptido factor VII maduro (SEQ ID NO:3) difieren por 60 residuos de
amingcidos en comparacitn con la isoforma de un precursor poligptido FVII
establecidos en la SEQ ID NO:1, que es la isoforma de un factor VII polipggptido
gue contiene el pptido sdial y las secuencias propptido. Adi, el primer residuo de
amingcido de la SEQ ID NO:3 "corresponde a" al sexagsimo primero (62
residuos de amindxido de la SEQ ID NO:1. Aquellos versados en la materia
tambgn reconocen que las posiciones de referencia de los poliggtido de factor
VIl maduros (SEQ ID NO:3) difieren por 38 residuos de amindcido en
comparacin con el poliggptido FVII precursor establecido en la SEQ ID NO:2,
que es el poliggptido factor VII de isoforma b que contiene el gptido de sdial y las
secuencias propptido. Adi, el primer residuo de aminacido de la SEQ ID NO:3
"corresponde a" el trigssimo noveno (39) residuo de aminagcido de la SEQ ID
NO:2.

Como se usa aqui, los residuos correspondientes a los residuos que se
producen en los loci alineados. Los poligptidos relacionados o variantes se
alinean por cualquier méodo conocido para aquellos expertos en la materia.
Estos métodos suelen maximizar las coincidencias, e incluyen né&odos tales
como el uso de las alineaciones manuales y mediante el uso de los programas

de alineactn numerosos disponibles (por ejemplo, BLASTP) y otros conocidos
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para aquellos versados en la materia. Por medio de la alineactn de las
secuencias de poliggtidos, un experto en la materia puede identificar los
residuos correspondientes, utilizando residuos de amindgcidos conservados e
icenticos como guias. Por ejemplo, mediante la alineactn de las secuencias de
polipgptidos factor VII, un experto en la materia puede identificar los residuos
correspondientes, utilizando residuos de amingcidos conservados e idnticos
como guias. Por ejemplo, la alanina en el amindgcido posicin 1 (Al) de la SEQ ID
NO:3 (factor VII maduro) corresponde a la alanina en el aminacido posicin 61
(A61) de la SEQ ID NO:1, y la alanina en el amindgcido posicin 39 (A39) de la
SEQ ID NO:2. En otros casos, las regiones correspondientes pueden ser
identificadas. Por ejemplo, el dominio Gla corresponde a las posiciones de
amindxidos de Al hasta F45 de la SEQ ID NO:3, a las posiciones de amingcido
A61 a S105 de la SEQ ID NO:1y a las posiciones de amindcidos A39 a S83 de
la SEQ ID NO:2. Un experto en la materia tambgén puede emplear residuos de
amingcidos conservados como guias para encontrar los correspondientes
residuos de amindgcidos entre y dentro de las secuencias de humanos y no
humanos. Por ejemplo, los residuos de amingcidos S43 y E163 de la SEQ ID
NO:3 (humanos) corresponden a S83 y E203 de la SEQ ID NO:4 (bovinos). Las
posiciones correspondientes tambén se pueden basar en las alineaciones
estructurales, por ejemplo mediante el uso de las alineaciones simuladas en
computador de la estructura de proteinas. En otros casos, las regiones

correspondientes pueden ser identificadas.
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Como se usa aqui, una "proregitn”, "propptido," o "pro secuencia", se
refiere a una regtn o un segmento que se rompe para producir una proteina
madura. Esto puede incluir segmentos que funcionan para suprimir la actividad
proteolitica enmascarando los mecanismos cataliticos y evitar asi la formacin de
los catalizadores intermedios (es decir, por la oclustn esérica del sitio de unin
del sustrato). Un proregin es una secuencia de aminagcidos colocados en el
extremo amino de un polipgptido biobgicamente activo maduro y pueden ser tan
poco como algunos amingcidos o pueden ser una estructura de multidominio.

Como se usa aqui, “factor VIl maduro” se refiere a un poliggptido FVII que
carece de una secuencia de sdal y una secuencia de propptido. Tipicamente,
una secuencia de sdl indica una proteina para la secrecin por medio del reticulo
endopbsmico (ER) via de Golgi y se corta después de la inserctn en el ER durante
la translactn. Una secuencia de propptido tpicamente funciona en
modificaciones post-translacionales de la proteina y se rompe antes de la
secrecin de la proteina de la @ula. Por lo tanto, un poligptido FVII maduro es
tipicamente una proteina secretada. En un ejemplo, un poliggptido FVII maduro
de humano se expone en la SEQ ID NO:3. La secuencia de aminacidos
establecida en la SEQ ID NO:3 difiere de la de los precursores poligptidos
establecidos en las SEQ ID NOS: 1y 2 en que la SEQ ID NO: 3 carece de
secuencia de sdwles, lo cual corresponde a residuos de amindgcidos 1-20 de las
SEQ ID NOS: 1 y 2; y tambén carece de secuencia de propgptido, lo cual

corresponde a residuos de amindcidos 21-60 de la SEQ ID NO: 1 y residuos de
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amindcidos 21-38 de la SEQ ID NO:2. La referencia a un poligptido FVII
maduro abarca la forma de zintgeno de cadena simple y la forma cadena doble.

Como se usa aqui, "tipo salvaje" o "nativo" con referencia a FVIl se
refiere a un poligptido FVII codificado por un gen FVII nativo o que ocurre
naturalmente, incluyendo variantes aHicas, que est presente en un organismo,
incluyendo un humano y otros animales, en la naturaleza. La referencia al
factor VII tipo salvaje sin referencia a una especie, se pretende abarcar
cualquier especies de un factor VII tipo salvaje. Incluido entre los poliggptidos
FVII tipo salvaje se encuentra el poliggptido precursor codificado, fragmentos del
mismo, y formas procesadas del mismo, como una forma madura que carece
de sdill de poptido asi como cualquier forma pre o post-translacionalmente
procesada o modificada del mismo. Tamb#é se incluyen entre los poliggptidos
FVII nativos aquellos que son post-translacionalmente modificados, incluyendo
pero no limitado a, la modificactn por glicosilacitn, carboxilactn e hidroxilactn.
Los poliggptidos FVII nativos tambén incluyen formas de cadena simple y de
cadena doble. Por ejemplo, los seres humanos expresan FVII nativo. La
secuencia de aminaddos de los ejemplares de tipo salvaje FVII humano
establecido en las SEQ ID NOS: 1, 2, 3y las variantes aHicas establecidas en
las SEQ ID NOS:44-100 y las formas maduras de las mismas. Otros animales
producen FVII nativas, incluyendo, pero no limitado a, vaca (Bos Taurus, SEQ
ID NO:4), ratn (Mus musculus, SEQ ID NO:5), chimpan@ pigmeo (Pan paniscus,
SEQ ID NO:6), chimpane (Pan troglodytes, SEQ ID NO: 7), conejo (Oryctolagus

cuniculus, SEQ ID NO: 8), rata (Rattus norvegicus, SEQ ID NO: 9), macacos
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rhesus (Macaca mulata, SEQ ID NO: 10), cerdo (Sus scrofa, SEQ ID NO: 11),
perro (Canis familiaris, SEQ ID NO: 12), pez cebra (Brachydanio rerio, SEQ ID
NO: 13), pez globo japorés (Fugu rubripes, SEQ ID NO: 14), pollo (Gallus gallus,
SEQ ID NO: 15), orangutin (Pongo pygmaeus, SEQ ID NO: 16) y gorila (Gorilla
gorilla, SEQ ID NO: 17).

Como se usa aqui, variantes de las especies se refieren a las variantes
en polipdptidos entre las diferentes especies, incluyendo diferentes especies de
mamiferos, tales como ratn y humano.

Como se usa aqui, las variantes aHicas se refieren a variaciones en las
proteinas entre miembros de la misma especie.

Como se usa aqui, una variante de empalme se refiere a una variante
producida por el procesamiento diferencial de la transcripctn primaria del ADN
gerdmico que resulta en nés de un tipo de mRNA.

Como se usa aqui, un zimogn se refiere a una proteasa que es activada
por medio de la ruptura proteoiltica, incluyendo ruptura de maduracin, tal como
ruptura de activactn, y/o formactn de complejo con otras proteinas y/o
cofactores. Un simogh es un precursor inactivo de una enzima proteoltica.
Dichos precursores son generalmente més grandes, aunque no nés grande
necesariamente, que la forma activa. Con referencia a las proteasas de serina,
los zimogenes son convertidos en enzimas activas por medio de la ruptura
espedffica, incluyendo ruptura cataltica y autocatalitica, o por medio de la unin
de un co-factor de activacin, el cual genera una enzima activa. Por ejemplo,

generalmente, los zimogenes es#én presentes en una forma de cadena simple.
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Los zimogenes, generalmente, es#tn inactivos y pueden ser convertidos en
poligptidos activos maduros por medio de la ruptura catalitica o autocatalitica en
uno o nés sitios proteoliticos para generar un poligptido de cadena miitiple, tal
como una cadena doble. Un zimogn, por lo tanto, es una proteina
enzindicamente inactiva que es convertida en una enzima proteolitica por medio
de la acctn de un activador. La ruptura puede ser llevada a cabo por
autoactivacin. Una pluralidad de proteinas de coagulacin son zimogenes; ellas
son inactivas, pero se convierten en rotas y son activadas al inicio del sistema
de coagulacin seguido del ddio vascular. Con referencia a los poliggptidos FVII
existen en la plasma sanguinea como zimogenes hasta que se produce la
ruptura por aproteasas, tales como por ejemplo, factor 1X activado (FIXa), factor
X activado (FXa) factor XIl activado (FXlla), trombina, o por autoactivacin para
producir una forma de cadena doble similar a un zimoghn, el cual luego requiere
cambio de conformacin adicional para la actividad completa.

Como se usa aqui, una proteina o poliggptido “similar a zimogn” se refiere
a una proteina que ha sido activada por ruptura proteoltica, pero que todavia
presenta propiedades que estn asociadas con un zimogn, tal como, por
ejemplo, baja o sin actividad, o una conformactn que se parece a la
conformacin de la forma de zimogn de la proteina. Por ejemplo, cuando no se
une a un factor de tejido, la forma activada de doble cadena de FVII es una
proteina similar a un zimogh; esta retiene una conformacitn similar al zimogn

FVII sin ruptura, y, por lo tanto, presenta muy baja actividad. Con la unitn al
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factor de tejido, la forma activada de doble cadena de FVII sufre un cambio de
conformaciny adquiere si actividad completa como un factor de coagulacin.

Como se usa aqui, una secuencia de activacin se refiere a una secuencia
de aminagxidos en un zimogn que se encuentra en el sitio requerido para la
ruptura de activactn o ruptura de maduracitn para formar una proteasa activa.
La ruptura de wuna secuencia de activactn puede ser catalizada
autocataliticamente o por medio de socios de activacin.

Como se usa aqui, la ruptura de activacin es un tipo de ruptura de
maduracin, la cual incluye un cambio de conformacin que es requerido para el
desarrollo de la actividad enzimdtica completa. Esta es una Via de activacin
cksica, por ejemplo, para proteasas de serina en las cuales una ruptura genera
una nueva N-terminal que interactia con las regiones conservadas de la
proteasa, tales como Aspl94 en quimotripsina, para inducir los cambios
conformacionales requeridos para la actividad. La activactn puede resultar en la
produccitn de formas de cadena mitiple de las proteasas. En algunos casos, las
formas de cadena simple de la proteasa pueden presentar actividad proteoiltica.

Como se usa aqui, el “Factor VII activado” o “FVIIa” se refiere a cualquier
forma de cadena doble de un poliggtido FVII. Una forma de cadena doble
ipicamente resulta de la ruptura proteoltica, pero puede ser producida
sinéticamente. El Factor VIl activado, por lo tanto, incluye la forma de cadena
doble similar a zimogh con poca actividad de coagulactn, una forma activada
completamente (aproximadamente 1000-veces nés actividad) que ocurre con la

unitn al factor de tejido, y las formas mutadas que existen en una forma de
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cadena doble completamente activada o somete el cambio de conformacin a
una forma completamente activada. Por ejemplo, una forma de cadena simple
de poliggptido FVII (ver, por ejemplo, SEQ ID NO:3) es rota proteolticamente
entre residuos de aminacidos R152 y 1153 del poligyptido FVII maduro. Los
productos de ruptura, cadena pesada de FVII y cadena liviana de FVII, los
cuales son mantenidos juntos por medio de unin de disulfuro (entre residuos de
amincgcidos 135C y 162C en el FVII de la SEQ ID NO:3), forma la enzima FVII
de doble cadena activada. La ruptura proteolitica puede ser llevada a cabo, por
ejemplo, por medio de factor IX activado (FIXa), factor X activado (FXa), factor
Xll activado (FXlla), trombina, o por autoactivacin.

Como se usa aqui, una “propiedad” de un poligptido FVII se refiere a una
propiedad fisica o estructural, tal como propiedad tridimensional, pl, vida media,
conformaciny otras caracteristicas fisicas.

Como se usa aqui, una “actividad” de un poliggptido FVII se refiere a
cualquier actividad exhibida por un poliggtido de factor VII. Dichas actividades
pueden ser probadas in vitro y/o in vivo e incluyen, pero no se limitan a,
coagulactn o actividad coagulante, actividad pro-coagulante, actividad
proteolitica o catalitica tal como para realizar la activactn de factor X (FX) o
activacin de Factor I1X (FIX); antigenicidad (habilidad para unir a o competir con
un polipggptido para la untn a un anticuerpo anti-FVII); habilidad para unir factor
de tejido, factor X o factor IX; y/o habilidad para unir a fosfolipidos. La actividad
puede ser evaluada in vitro o in vivo utilizando ensayos reconocidos, por

ejemplo, por medio de la medictn de coagulacitnin vitro o in vivo. Los resultados
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de dichos ensayos indican que un poligptido exhibe una actividad que puede
estar correlacionada a la actividad del poliggtido in vivo, en el cual la actividad
in vivo puede ser referida como actividad biolgica. Los ensayos para determinar
la funcionalidad o actividad de las formas modificadas de FVII son conocidos
para aquellos versados en la materia. Los ensayos ejemplares para evaluar la
actividad de un poliggptido FVII incluyen ensayo de tiempo de protromboplastina
(PT) o el ensayo de tiempo de tromboplastina (aPTT) activada parcial para
evaluar la actividad coagulantes, 0 ensayos cromognicos que usan sustratos
sin#ticos, tales como los descritos en los ejemplos 4, 5 y 11, para evaluar la
actividad cataltica o proteolitica.

Como se usa aqui, “presenta al menos una actividad” o “retiene al menos
una actividad” se refiere a la actividad presentada por un poliggptido FVII
modificado en comparacin con un poligptido FVII sin modificar de la misma
forma y bajo las mismas condiciones. Por ejemplo, un poligptido FVII
modificado en una forma de cadena doble se compara con un poliggptido FVII
sin modificar en una forma de cadena doble, bajo las mismas condiciones
experimentales, donde la tnica diferencia entre los dos poligptidos es la
modificactn bajo estudio. En otro ejemplo, un poliggptido FVII modificado en una
forma de cadena simple es comparado con un poliggptido FVII sin modificar en
una forma de cadena simple, bajo las mismas condiciones experimentales,
donde launica diferencia entre los dos poliggptidos es la modificactn bajo estudio.
Tipicamente un poligptido FVII modificado que retiene o presenta al menos una

actividad de un poligpbtido FVII sin modificar de la misma forma retiene una
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cantidad suficiente de la actividad de modo tal que, cuando se administra in
vivo, el polipgptido FVII modificado es teraputicamente efectivo como un
terapiutico pro-coagulante. Generalmente, para que un poligptido FVII
modificado retenga la eficacia terapautica como un pro-coagulante, la cantidad
de actividad que se retiene es o0 es aproximadamente 0.5%, 1%, 2%, 3%, 4%,
5%, 6%, 7% 8%, 9%, 10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19%,
20%, 30%, 40%, 50%, 60% , 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400%,
500% o mes de la actividad de un poliggptido FVII sin modificar de la misma
forma que muestra eficacia terapeutica como un pro-coagulante. La cantidad de
actividad que se requiere para mantener la eficacia terapéutica como un pro-
coagulante puede ser empiricamente determinada, si es necesario. Tipicamente,
la retencin del 0.5% a 20%, 0.5% a 10%, 0.5% a 5% de una actividad es
suficiente para retener la eficacia terapéutica como un pro-coagulante in vivo.

Se entiende que la actividad que es exhibida o retenida por un poliggptido
FVII modificado puede ser cualquier actividad, incluyendo, por no limitado a,
coagulactn o actividad coagulante, actividad pro-coagulante; actividad
proteolitica o catalitica tal como para llevar a cabo la activacitn de factor X (FX) o
activacin de factor IX (FIX); antigenicidad (habilidad para unir a o competir con
un poligptido para la unin a un anticuerpo de anti-FVII); habilidad para unir
factor de tejido, factor X o factor IX; y/o habilidad para unir a fosfolipidos. En
algunos casos, un poliggptido FVII modificado puede retener una actividad que
es aumentada en comparacin con un poliggptido FVII sin modificar. En algunos

casos, un poligptido FVII modificado puede retener una actividad que es
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reducida en comparaciin con un poligptido FVII sin modificar. La actividad de un
poliggptido FVII modificado puede ser cualquier nivel del porcentaje de actividad
del poligptido sin modificar, en donde ambos poliggptidos esén en la misma
forma, incluyendo pero no limitado a, 1% de la actividad, 2%, 3%, 4%, 5 %,
10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99%, 100%, 200%, 300%, 400%, 500%, o nés actividad en comparacin con el
polipdptido que no contiene la modificactn en cuestin. Por ejemplo, poligptido
FVII modificado puede presentar actividad incrementada o reducida comparado
con el poliggptido FVII sin modificar en la misma forma. Por ejemplo, este puede
retener al menos aproximadamente o 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%,
10%, 20%, 30%, 40%, 50 %, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98% o al
menos 99% de la actividad del poligptido FVII sin modificar. En otras
modalidades, el cambio en actividad es al menos aproximadamente 2 veces, 3
veces, 4 veces 5 veces 6 veces 7 veces 8 veces, 9 veces, 10 veces, 20 veces,
30 veces, 40 veces, 50 veces, 60 veces, 70 veces, 80 veces, 90 veces, 100
veces, 200 veces, 300 veces, 400 veces, 500 veces, 600 veces, 700 veces,
800 veces, 900 veces, 1000 veces o nés veces mayor que el FVII sin modificar.
El nivel particular a ser retenido es una funcin del uso pretendido del poligptido
y puede ser determinada empiricamente. La actividad puede ser medida, por
ejemplo, utilizando ensayos in vitro o in vivo tales como aquellos aqui descritos
0 en los Ejemplos més adelante.

Como se usa aqui, “actividad de coagulacti’ o “actividad coagulante” o

“actividad pro-coagulante” se refiere a la habilidad de un poligptido para llevar a
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cabo la coagulacin. Los ensayos para evaluar la actividad coagulante son
conocidos por los expertos en la materia, e incluyen ensayo de tiempo de
protromboplastina (PT) o el ensayo de tiempo de tromboplastina (aPTT) parcial
activado.

Como se usa aqui, “actividad catalitica” o “actividad proteoltica” con
referencia a FVII se refiere a la habilidad de una proteina FVII para catalizar la
ruptura proteolitica de un sustrato, y son usadas de forma intercambiable. Los
ensayos para evaluar dichas actividades son conocidos en el arte. Por ejemplo,
la actividad proteoltca de FVII puede ser medida usando sustratos
cromogicos tales como Espectrozima FVila (CH3SO2-D-CHA-But-Arg-pNA),
donde la ruptura del sustrato es monitoreada por la absorbencia y la tasa de
hiddiisis de sustrato determinada por regresinlineal.

Como se usa aqui, “actividad intrinseca” con referencia a FVII se refiere a
la actividad catalitica, proteoltica y/o coagulante de una proteina FVII en la
ausencia de factor de tejido.

Como se usa aqui, dominio (tipicamente una secuencia de tres o nés,
generalmente 5 o0 7 o més aminaxidos) se refiere a una porctn de una mokcula,
tal como proteinas o losé&cidos nucleicos que codifican, que es estructuralmente
y/lo funcionalmente distinto de otras porciones de la mokcula y se puede
identificar. Por ejemplo, los dominios incluyen aquellas porciones de una
cadena de polipgtido que puede formar una estructura independientemente
doblada dentro de una proteina hecha de uno o més motivos estructurales y/o

gue es reconocida en virtud de una actividad funcional, tal como actividad
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proteolitica. Una actividad puede tener uno, o nés de un, dominio distinto. Por
ejemplo, un dominio puede ser identificado, definido o distinguido por homologia
de la secuencia alli a miembros de familia relacionados, tales como homologia a
motivos que definen un dominio de proteasa o un dominio Gla. En otro ejemplo,
un dominio puede ser distinguido por su functn, tal como por actividad
proteolitica, o una habilidad para interactuar con una biomokcula, tal como unin
de DNA, unin de ligando, y dimerizactn Un dominio puede presentar
independientemente una funcin biobigica o actividad de modo tal que el dominio
independientemente o fusionado a otra mokcula puede desempdir una
actividad, tal como, por ejemplo actividad proteoltica o unin de ligando. Un
dominio puede ser una secuencia lineal de amingcidos o una secuencia no
lineal de aminaxcidos. Varios poliggptidos contienen una pluralidad de dominios.
Dichos dominios son conocidos, y pueden ser identificados por aquellos
versados en la materia. A manera de ejemplo, se proporcionan las definiciones,
pero se entiende que es bien para el experto en la materia reconocer los
dominios particulares por nombre. Si se necesita se puede emplear el
programa de computador apropiado para identificar los dominios.

Como se usa aqui, un dominio de proteasa es la porctn catalticamente
activa de una proteasa. La referencia a un dominio de proteasa de una
proteasa incluye las formas de cadena simple, doble y mitiple de cualquiera de
estas proteinas. Un dominio de proteasa de una proteina contiene todos las
propiedades requisito de esa proteina requeridas para su actividad proteoilica,

tales como por ejemplo, el centro cataltico. Con relacitn al FVII, el dominio de
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proteasa comparte homologia y caracteristica estructural con los dominios de
proteasa de familia quimotripsina/tripsina, incluyendo la triada catalitica. Por
ejemplo, en el polipgtido FVII maduro establecido en la SEQ ID NO:3, el
dominio de proteasa corresponde a las posiciones de amindcido 153 a 392.
Como se usa aqui, un dominio gama-carboxiglutamato (Gla) se refiere a
la porcin de una proteina, por ejemplo una proteina dependiente de vitamina K,
gue contiene modificaciones post-translacionales de residuos de glutamato,
generalmente la mayoria, pero no todos los residuos de glutamato, por medio
de carboxilactn dependiente de K para formar Gla. EI dominio Gla es
responsable por la unin de alta afinidad de iones de calcio y unir a los
fosfolipidos cargados negativamente. Tipicamente, el dominio Gla empieza en
una extremidad N-terminal de la forma madura de proteinas dependientes de
vitamina K y termina con un residuo aromdico conservado. En un poligptido FVII
maduro el dominio Gla corresponde a las posiciones de amindcido 1 a 45 de
los polipyptidos ejemplares establecidos en la SEQ ID NO:3. Los dominios Gla
son bien conocidos y su lugar puede ser identificado en poligptidos particulares.
Los dominios Gla de las varias proteinas dependientes de vitamina K comparten
secuencia, homologia estructural y funcional, incluyendo la concentractn de
residuos hidrotbicos de N-terminal en un parche hidrofbico que media en la
interacctn con los fosfolipidos cargados negativamente en la membrana de
superficie de la @ula. Otros poliggptidos ejemplares que contienen Gla incluyen,
pero no se limitan a, FIX, FX, protrombina, proteina C, proteina S, osteocalcina,

proteina de matriz Gla, proteina 6 especifica para detener crecimiento (Gas6), y
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proteina Z. Los dominios Gla de estas y otras proteinas ejemplares estn
establecidos en cualquiera de las SEQ ID NOS: 110-121.

Como se usa aqui, “nativo” o “endigeno” con referencia a un dominio Gla
se refiere al dominio Gla que ocurre naturalmente asociado con todo o una
parte de un poligptdo que tiene un dominio Gla. Para efectos de este
documento, un dominio Gla nativo es con referencia a un polipggptido FVII. Por
ejemplo, el dominio Gla nativo de FVII, establecido en la SEQ ID NO:119,
corresponde a amindgcidos 1-45 de la secuencia de amingcidos establecidos en
la SEQ ID NO:3.

Como se usa aqui, un dominio Gla hetedogo se refiere al dominio Gla de
un poliggptido, a partir de la misma o diferente especie, que no es un dominio
Gla de FVII. Los ejemplos de dominios Gla hetedogos son los dominios Gla a
partir de polipggptidos que contienen Gla que incluyen, pero no se limitan a, FIX,
FX, protrombina, proteina C, proteina S, osteocalcina, proteina de matriz Gla,
proteina 6 espedfica para detener crecimiento (Gas6), y proteina Z. Los
dominios Gla de estas y otras proteinas ejemplares se establecen en cualquiera
de las SEQ ID NOS: 110-118, 120y 121,

Como se usa aqui, una porcitn contigua de un dominio Gla se refiere a
por lo menos dos o n&s amindcidos adyacentes, tipicamente 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10,
15, 20, 30, 40 o nés hasta todos los amindgcidos que componen un dominio Gla.

Como se usa aqui, “una porcin suficiente de un dominio Gla para llevar a
cabo la unin de fosfolipidos” incluye al menos un amindido, tipicamente, 2, 3, 4,

5, 6, 8, 10, 15 o n& amindcidos del dominio, pero menos que todos los
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amindcidos que componen el dominio asi como el poliggptido que contiene dicha
porcin exhibe unin de fosfolipidos.

Como se usa aqui, “reemplazar” con respecto a un dominio Gla o
“intercambio de dominio Gla” se refiere al proceso por el cual el dominio Gla
endigeno de una proteina es reemplazado, usando recombinante, sinético u
otros n&odos, con el dominio Gla de otra proteina. En el contexto de un
“intercambio de dominio Gla”, un “dominio Gla” es cualquier seleccitn de
amingcidos a partir de un dominio Gla y regiones adyacentes que son
suficientes para retener la actividad de unin de fosfolipidos. Tipicamente, un
intercambio de dominio Gla involucraé el reemplazo de entre 40 y 50
amindcidos de la proteina endigena con entre 40 y 50 amindcidos de otra
proteina, pero puede involucrar menos o nés amingcidos.

Como se usa aqui, un factor (EGF-1 o EGF-2) de factor de crecimiento
epiddmico (EGF) se refiere a la porctn de una proteiha que comparte la
hemologia de secuencia a una porcin especfica de 30 a 40 amindgxidos de la
secuencia de factor de crecimiento epidmico (EGF). El dominio de EGF incluye
seis residuos de cisteina que han sido mostrados (en EGF) para ser
involucrados en uniones de disulfuro. La estructura principal de un dominio de
EGF es una hoja beta de dos cadenas seguido por un bucle a un hoja de dos
cadenas corta de C-terminal. El FVII contiene dos dominios de EGF: EGF-1 y
EGF-2. Estos dominios corresponden a posiciones de amindcidos 46-82, y 87-
128, respectivamente, del poliggptido FVII maduro establecido en la SEQ ID

NO:3.
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Como se usa aqui, el “poliggptido sin modificar” o “FVII sin modificar” y
variaciones grangtcas de los mismos se refieren a un poliggtido de partida que
se selecciona por modificactn como ad@se proporciona. El poliggtido de partida
puede ser una forma de tipo salvaje que ocurre naturalmente de un poligptido.
Adicionalmente, el poligptido de partida puede ser alterado o mutado, de modo
tal que difiere de una isoforma de tipo salvaje nativa pero sin embargo se
refiere a@ como un poligdptido de partida sin modificar relacionado con los
polipgptidos subsecuentemente modificados a@& producidos. Asi, las proteinas
existentes conocidas en el arte que han sido modificadas para tener un
aumento o decremento deseado en una actividad o propiedad particular en
comparacitn con una proteina de referencia no modificada que se puede
seleccionar y usar como el poliggptido de partida sin modificar. Por ejemplo, una
proteina que ha sido modificada a partir de su forma nativa por uno o més
amingcidos simples cambia y posee bien sea un aumento o una disminucitn en
una propiedad deseada, tal como un cambio en un residuo o residuos de
amincgcido para alterar la glicosilacin, puede ser una proteina objetivo, referida
ac@& como sin modificar, para modificactn posterior de la misma o de diferente
propiedad. Los poligptidos FVII modificados ejemplares conocidos en la &cnica
incluyen cualquier polipggptido FVII descrito en, por ejemplo, Patente de EEUU
Nos. 5580560, 6017882, 6693075, 6762286 y 6806063, Publicactnh de Patente
de EE.UU. Nos. 20030100506 y 20040220106 y Publicactn de Patente

Internacional Nos. WO01988010295, WO0200183725, W0O2003093465,
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W0200338162, W02004083361, W02004108763, W02004029090,
W02004029091, WO2004111242 y W0O2005123916.

Como se usa aqui, los “poliggptidos de factor VII modificados” y “factor VII
modificado” se refiere a un poliggtido FVII que tiene una o nés diferencias de
amingcidos en comparacin con un poliggptido FVII sin modificar. Las diferencias
de amindkidos puede ser mutaciones de aminacidos tales como uno o nés
reemplazos de amingcidos (sustituciones), inserciones o eliminaciones de
dominios completos, y cualquier combinacitn de los mismos. Tipicamente, un
poligdtido FVII modificado tiene una o nés modificaciones en la secuencia
primaria en comparacin con un poligptido FVII sin modificar. Por ejemplo, un
poliggptido FVII modificado ac suministrado puede tener 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 , 30, 40, 50 o n#s diferencias de
amindcidos en comparacitn con un poligptido FVII sin modificar. Cualquier
modificacn esicontemplada siempre y cuando el poliggptido resultante exhiba al
menos una actividad FVII asociada con un poligptido FVII nativo, tal como, por
ejemplo, actividad cataltica, actividad proteoltica, la habilidad de unir TF o la
habilidad para unir plaquetas activadas.

Como se usa aqui, “inhibidores de coagulactn” se refiere a proteinas o
mokculas que actan para inhibir o prevenir la coagulactn o la formacitn de
cagulos. La inhibictn o prevencin de coagulacin puede ser observada in vivo o
in vitro, y puede ser ensayada usando cualquier mé&odo conocido en el arte
incluyendo, pero no limitado a, ensayo de tiempo de protromboplastina (PT) o

el ensayo de tiempo de tromboplastina (aPTT) parcial activado.
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Como se usa aqui, le inhibidor de via de factor de tejido (TFPI, tambgn
relacionado como TFPI-1) es un inhibidor tipo Kunitz que estinvolucrado en la
formacin de un complejo inhibidor cuaternario de TF/FVIla/TFPI/FXa en el cual
la actividad del FVlla es inhibida. TFPI es expresado como dos diferentes
formas de precursor seguido por empalme alternativo. Los precursores TFPla
(SEQ ID NO:101) y TFPIB (SEQ ID NO:103), los cuales son rotos durante la
secrecin para generar una proteina madura de amingcido 276 (SEQ ID NO:102)
y de amindcido 223 (SEQ ID NO:104), respectivamente. ElI TFPI contiene 3
dominios Kunitz, de los cuales el dominio Kunitz-1 es responsable por la untne
inhibictn de FVlla.

Como se usa aqui, TFPI-2 (tambén conocido como proteina placentaria 5
(PP5) e inhibidor de proteasa de serina asociada a matriz (MSPI)) se refiere a
un homdogo de TFPI. La proteina TFPI-2 madura de amindkido 213 (SEQ ID
NO:105) contiene tres dominios tipo Kunitz que exhiben 43%, 35% y 53% de
identidad de secuencia primaria con dominios tipo Kunitz TFPI-1 1, 2 y 3,
respectivamente. El TFPI-2 juega un papel en la regulactn de la digestin y
remodelactn de extracelular de matriz, y no se considera que sea un factor
importante en la via de coagulacin.

Como se usa aqui, antitrombina-Ill (AT-11l) es un inhibidor de proteasa de
serina (serpina). La AT-lll es sintetizada como una proteina precursora que
contiene residuos de amindkido 464 (SEQ ID NO:122) que es roto durante la
secrectn para liberar una antitrombina madura de amingcido 432 (SEQ ID

NO:123).
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Como se usa aqui, los cofactores se refieren a proteinas o mokculas que
se unen a otras proteinas o mokculas espedificas para formar un complejo activo.
En algunos ejemplos, la unin a un cofactor es requerida para la actividad
proteoliticagptima. Por ejemplo, el factor de tejido /TF) es un cofactor de FVlla.
La unin de FVila a TF incluye cambios conformacionales que resultan en
actividad proteolitica aumentada de FVlla para sus sustratos, FV y FIX.

Como se usa aqui, el factor de tejido (TF) se refiere a una glicoproteina
de transmembrana de aminagcido 263 (SEQ ID NO:124) que funciona como un
cofactor para FVlla. Esto se expresa constitutivamente por @éulas de misculo
liso y fibroblastos, y ayuda a iniciar la coagulactn por medio de la unénde FVIl y
FVlla cuando estas @ulas entran en contacto con el flujo sanguineo seguido por
la lesin de tejido.

Como se usa aqui, la plaqueta activada se refiere a una plaqueta que ha
sido activada por la unin de mokculas tales como cobgeno, tromboxano A2, ADP
y trombina para someter varios cambios en morfologia, fenotipo y functn que
finalmente promueve la coagulactn. Por ejemplo, una plaqueta activada cambia
en forma a una forma nmés amorfa con los dedos de proyeccin. Las plaqueta
activadas tambén someten una “vuelta” de la membrana @ula de modo tal que
fosfatidilserina y otros fosfolpidos cargados negativamente que esén
normalmente presentes en la pared interna de la membrana celular son
translocados hacia la superficie exterior orientada al plasma. Estas membranas
de las plaquetas activadas proporcionan las superficie sobre la cual se llevan a

cabo varias de las reacciones de la cascada de coagulacin. Las plaquetas
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activadas también secretan vesiculas que contienen dichos factores pro-
coagulantes como VWF, FV, trombina, ADP y tromboxano A2, y se adhieren
entre si para formar un tapn de plaqueta el cual es estabilizado por fibrina para
convertirse en un cagulo.

Como se usa aqui, la unin y/o afinidad aumentada para plaquetas
activadas, y cualquier variactn gramatical de las mismas, se refiere a una
habilidad mejorada de un poliggptido o proteina, por ejemplo un poliggptido FVII,
para unirse a la superficie de una plaqueta activada, en comparactn con un
polipptido o proteina de referencia. Por ejemplo, la habilidad de un poliggptido
FVII modificado para unirse a las plaquetas activadas puede ser mayor que la
habilidad de un poligptido FVIlI sin modificar para unirse a las plaquetas
activadas. La unin y/ afinidad de un poligptido para las plaquetas activadas
puede ser incrementar por al menos aproximadamente 1%, 2%, 3%, 4%, 5%,
6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 20 %, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%,
200%, 300%, 400%, 500%, o nmés en comparacitn con la unin o afinidad de un
polipgptido sin modificar. Los ensayos para determinar la unin y/o afinidad de un
polipgptido para las plaquetas activadas son conocidos en el arte. La unin de un
poligdtido FVII a plaguetas activadas es mediada a través de la interacctn de
amingcidos en el dominio Gla del poligptido FVII y los fosfolipidos
negativamente cargados, tales como fosfatidilserina, sobre la plagueta
activada. Como tal, los m&todo para ensayar la unin “de poligptidos, tales como
poliggtidos FVII, a plaquetas activadas usan membranas y vesiculas que

contienen fosfolipidos, tales como fosfatidilserina. Por ejemplo, la habilidad de
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un poliggptido para unirse a una plaqueta activada se refleja por la habilidad del
poliggtido para unirse a vesiculas de fosfolipidos, la cual puede ser medida de
dispersinde luz.

Como se usa aqui, la untn o afinidad aumentada para fosfolipidos, y
cualquier variactn gramatical de las mismas, se refiere a una habilidad
mejorada de un poligpbtido o proteina para unirse a fosfolipidos en comparacin
con un poligptido o proteina de referencia. Los fosfolpidos pueden incluir
cualquier fosfolipido, pero particularmente incluye fosfatidilserina. La unitn y/o
afinidad de un poliggptido para fosfolipidos puede ser incrementada por al menos
aproximadamente 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 20% , 30%,
40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400%, 500%, 0 nés en
comparacitn con la unin y/o afinidad de un poligptido no modificado. Los
ensayos para determinar la afinidad y/o unin de un poligptido a fosfolipidos son
conocidos en el arte. Por ejemplo, la unitn de poliggtido FVII a vesiculas de
fosfolipidos puede ser determinada por dispersin de luz relativa a 9 hacia la luz
incidente. La intensidad de la dispersin de luz con las vesiculas de fosfolipidos
solas y con las vesiculas de fosfolipidos con FVII es medida para determinar la
disociacitn constante. La resonancia de plasma superficial, tal como sobre un
instrumento biosensor BlAcore, tambén puede ser utilizada para medir la
afinidad de los poligptidos FVII para las membranas de fosfolipidos.

Como se usa aqui, la resistencia aumentada a inhibidores o “resistencia
aumentada a TFPI” o “resistencia aumentada a AT-III” se refiere a cualquier

cantidad de sensitividad reducida de un poligptido a los efectos inhibidores de
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un inhibidor, tal como TFPI o AT-lll, en comparacitn con un poligiptido de
referencia, tal como un poliggptido FVII sin modificar. Por ejemplo, TFPI,
complejo con FXa, se une al complejo TF/FVIla. Al hacerlo asi, este inhibe la
actividad del FVlla. Asi, un poliggptido FVII modificado que reduce o previene la
unin de TFPI al complejo TF/FVIla, y por lo tanto reduce o previene la inhibicin
mediada por TFPI de la actividad de FVlla, muestra una resistencia aumentada
a TFPI. La resistencia aumentada a un inhibidor, tal como TFPI, puede ser
ensayada por medio de la evaluacitn de la unin de un poligptido FVII modificado
a un inhibidor. La resistencia aumentada a un inhibidor, tal como TFPI, tambén
puede ser ensayada por medio de la medicitn de la actividad intinseca o la
actividad coagulante de un poligptido FVII en la presencia de TFPI. Los
ensayos para determinar la untn de un poligptido a un inhibidor, tal como TPFI
o AT-Ill, son conocidos en el arte. Para los inhibidores no covalentes, tales
como, por ejemplo, TFPI, se puede medir un k;. Para inhibidores covalentes,
tales como, por ejemplo, AT-Ill, se puede medir una constante de tasa de
segundo orden para la inhibictn. Adicionalmente, la resonancia de plasma
superficial, tal como en un instrumento de biosensor BIAcore, tambén puede ser
utilizada para medir la unn de poliggptidos FVII a TFPI, AT-1l u otros inhibidores.
Sin embargo, para inhibidores covalentes tales como AT-Ill, sdo se puede medir
una tasa usando BlAcore. Los ensayos para determinar el efecto inhibidor de,
por ejemplo, TFPI en actividad coagulante de FVII o actividad intrinseca tambén
son conocidos en el arte. Por ejemplo, la habilidad de un poligptido FVII

modificado de romper su sustrato FX en presencia o ausencia de TFPI puede
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ser medida, y determinar el grado al cual el TFPI inhibe la reaccin. Esto puede
ser comparado con la habilidad de un poligptido FVII sin modificar de romper su
sustrato FX en presencia o ausencia de TFPI. Un poliggptido modificado que
exhibe resistencia aumentada a un inhibidor presenta, por ejemplo, un
incremento de 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 20% , 30%, 40%,
50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99%, 100%, 200%, 300%, 400%, 500%, o nés resistencia a los efectos de un
inhibidor en comparacin con un poliggptido sin modificar.

Como se usa aqui, “actividad biotgica” se refiere a las actividades in vivo
de un compuesto o las respuestas fisiobtigicas que resultan con la administracin
in vivo de un compuesto, composicin u otra mezcla. La actividad biobigica, por lo
tanto, abarca los efectos terapéuticos y la actividad farmacutica de dichos
compuestos, composiciones y mezclas. Las actividades biobgicas pueden ser
observadas en sistemas in vitro disdados para probar o usar dichas
actividades. Adi, para propsitos de este documento una actividad biobgica de un
polipgptido FVII abarca la actividad coagulante.

Como se usa aqui el &mino “evaluar”, y las variaciones gramaticales del
mismo, pretende incluir la determinacin cuantitativa y cualitativa en el sentido
de obtener un valor absoluto para la actividad de un poligptido, y tambén de
obtener un indice, proporcin, porcentaje, visual u otro valor indicativo del nivel
de la actividad. La evaluacitn puede ser directa o indirecta. Por ejemplo, la

deteccin de la ruptura de un sustrato por un poliggptido puede ser por medicin
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directa del producto, o puede ser medida indirectamente determinando la
actividad resultante del sustrato roto.

Como se usa aqui, “numeracin de quimotripsina” se refiere la numeractn
de amindcido de un poliggptido maduro de quimotripsina de la SEQ ID NO:107.
La alineactn de un dominio de proteasa de otra proteasa, tal como por ejemplo
el dominio de proteasa de factor VII, puede ser hecha con quimotripsina. En
dicho caso, los amincgddos del factor VII que corresponden a los aminagcidos de
guimotripsina dan la numeracin de los amindgcidos de quimotripsina. Las
posiciones correspondientes pueden ser determinadas por dicha alineacin por
un experto en la materia usando alineamientos manuales o mediante el uso de
numerosos programas de alineacin disponibles (por ejemplo, BLASTP). Las
posiciones correspondientes tambén pueden estar basadas en alineaciones
estructurales, por ejemplo por medio del uso de alineamientos simulados en
computador de estructura de proteina. La declaracin que los aminatidos de un
polipggptido corresponden a amindgcidos en una secuencia divulgada se refiere a
amindgcidos identificados en la alineactn del poliggptido con la secuencia
divulgada para maximizar la identidad u homologia (donde se alinean los
amingcidos conservados) usando un algoritmo eséndar de alineacin, tal como el
algoritmo GAP. Los nmeros de quimotripsina correspondientes de posiciones
de aminacidos 153 a 406 del poligptido FVII establecido en la SEQ ID NO:3 son
proporcionados en la Tabla 1. Las posiciones de aminccidos relacionadas con
la secuencia establecida en la SEQ ID NO:3 estn en letra normal, los residuos

de aminacidos en esas posiciones se encuentran en negrita, y los nimeros de
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quimotripsina correspondientes estn en letra cursiva. Por ejemplo, con la
alineacin del factor VII maduro (SEQ ID NO:3) con quimotripsina madura (SEQ
ID NO:107), la isoleucina (1) en la posicitn de amindkido 153 en el factor VII da
la numeractn de quimotripsina de 116. Los amindcidos subsecuentes son
numerados de acuerdo con esto. En un ejemplo, un&cido gluimico (E) en la
posicin de amingido 210 del factor VII maduro (SEQ ID NO:3) corresponde a
la posictn de aminacido E70 con base en la numeracin de quimotripsina. Donde
existe un residuo en una proteasa, pero no estipresente en la quimotripsina, el
residuo de amindxido da una notacin de letra. Por ejemplo, los residuos en
quimotripsina que son parte de un ciclo con amingcido 60 basado en numeracin
de quimotripsina, pero son insertados en la secuencia de factor VII en
comparacin con la quimotripsina, son referenciados como por ejemplo K60a,
160b, K60c o N60d. Estos residuos corresponden a K197, 1198, K199 y N200,
respectivamente, por la numeracin relativa a la secuencia de factor VII maduro
(SEQ ID NO:3).

Tabla 1. Numeracion de Quimotripsina de factor VII

153 154 155 156 157 | 158 159 160 | 161 | 162 163 164 165 166 167

| \% G G K \% C P K G E C P w Q

16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

168 169 170 171 172 | 173 174 175 | 176 | 177 178 179 180 181 182

31 32 33 34 35 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46

183 184 185 186 187 | 188 189 190 | 191 | 192 193 194 195 196 197

| N T | w \% \% S A A H C F D K

a7 48 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 60 60A

198 | 199 | 200 | 201 | 202 ‘ 203 | 204 ‘ 205 ‘ 206 ‘ 207 ‘ 208 | 209 ‘ 210 ‘ 211 ‘ 212
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[ K N w R N L [ A v L G E H D
60B | 60C | 60D | 61 62 | 63 | 64 | 65 | 66 | 67 | 68 69 70 71 72
213 | 214 | 215 | 216 | 217 | 218 | 219 | 220 | 221 | 222 | 223 | 224 | 225 | 226 | 227

L S E H D G D E Q S R R v A Q

73 74 75 76 77 | 78 | 79 | s0 | 81 | 82 | 83 84 85 86 87
228 | 229 | 230 | 231 | 232 | 233 | 234 | 235 | 236 | 237 | 238 | 239 | 240 | 241 | 242
v [ [ P s T Y v P G T T N H D
88 89 90 91 | 92 | 93 | 94 | 95 | 96 | 97 | 98 99 | 100 | 101 | 102
243 | 244 | 245 | 246 | 247 | 248 | 249 | 250 | 251 | 252 | 253 | 254 | 255 | 256 | 257

[ A L L R L H Q P v v L T D H
103 | 104 | 105 | 106 | 107 | 108 | 109 | 110 | 111 | 112 | 113 | 114 | 115 | 116 | 117
258 | 259 | 260 | 261 | 262 | 263 | 264 | 265 | 266 | 267 | 268 | 269 | 270 | 271 | 272

v v P L C L P E R T F s E R T
118 | 119 | 120 | 121 | 122 | 123 | 124 | 125 | 126 | 127 | 128 | 129 | 129A | 129B | 129C
273 | 274 | 275 | 276 | 277 | 278 | 279 | 280 | 281 | 282 | 283 | 284 | 285 | 286 | 287

L A F v R F S L v S €] w G Q L
129D | 129E | 129F | 129G | 134 | 135 | 136 | 137 | 138 | 139 | 140 | 141 | 142 | 143 | 144
288 | 289 | 290 | 291 | 292 | 293 | 294 | 295 | 296 | 297 | 298 | 299 | 300 | 301 | 302

L D R G A T A L E L M v L N v
145 | 146 | 147 | 149 | 150 | 151 | 152 | 153 | 154 | 155 | 156 | 157 | 158 | 159 | 160
303 | 304 | 305 | 306 | 307 | 308 | 309 | 310 | 311 | 312 | 313 | 314 | 315 | 316 | 317

P R L M T Q D c L Q Q s R K v
161 | 162 | 163 | 164 | 165 | 166 | 167 | 168 | 169 | 170 | 170A | 170B | 170C | 170D | 170E
318 | 319 | 320 | 321 | 322 | 323 | 324 | 325 | 326 | 327 | 328 | 329 | 330 | 331 | 332

G D S P N [ T E Y M F c A G Y
170F | 170G | 170H | 1701 | 175 | 176 | 177 | 178 | 179 | 180 | 181 | 182 | 183 | 184A | 184
333 | 334 | 335 | 336 | 337 | 338 | 339 | 340 | 341 | 342 | 343 | 344 | 345 | 346 | 347

S D G s K D S c K G D s G G P
185 | 186 | 187 | 188A | 188 | 189 | 190 | 191 | 192 | 193 | 194 | 195 | 196 | 197 | 198
348 | 349 | 350 | 351 | 352 | 353 | 354 | 355 | 356 | 357 | 358 | 359 | 360 | 361 | 362

H A T H Y R G T w Y L T G [ v
199 | 200 | 201 | 202 | 203 | 204 | 205 | 206 | 207 | 208 | 209 | 210 | 211 | 212 | 213
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363 364 365 366 367 | 368 | 369 | 370 | 371 | 372 | 373 374 375 376 377

214 215 216 217 219 | 220 | 221A | 221 | 222 | 223 | 224 225 226 227 228

378 379 380 381 382 | 383 | 384 | 385 | 386 | 387 | 388 389 390 391 392

229 230 231 232 233 | 234 235 236 | 237 | 238 239 240 241 242 243

393 394 395 396 397 | 398 | 399 | 400 | 401 | 402 | 403 404 405 406

244 245 246 247 248 | 249 250 251 | 252 | 253 254 255 256 257

Como se usa aqui, losé&cidos nucleicos incluyen ADN, ARN y ardlogos de
los mismos, incluyendo loséacidos nucleicos peptidicos (ANP) y sus mezclas. Los
aidos nucleicos puede ser simples o de doble cadena. Al referirse a las sondas
0 cebadores, que son etiquetadas opcionalmente, tales como con una etiqueta
detectable, tal como fluorescente o de radio, se contemplan las mokculas de
cadena de simple. Dichas mokculas son tipicamente de una longitud tal que su
objetivo es estadisticamente (nico o de bajo nimero de copias (normalmente
menos de 5, por lo general menos de 3) para probar o cebar una libreria. En
general, una sonda o cebador contiene al menos 14, 16 o 30 nucl&tidos
contiguos de secuencia complementaria o idgntico a un gen de integés. Las
sondas y cebadores pueden ser de 10, 20, 30, 50, 100 o més&cidos nucleicos de
largo.

Como se usa aqui, un pptido se refiere a un poligptido que es de 2 a 40
amingcidos en longitud.

Como se usa aqui, los amingcidos que ocurren en las varias secuencias

de aminacidos a@provistas son identificados de acuerdo con sus abreviaciones
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conocidas en tres letras o de una letra (Tablal). Los nucleétidos que ocurren en
los varios fragmentos deé&cido nucleico son designados con las designaciones
estndar de letra sencilla usada en la rutina en el arte.

Como se usa aqui, un “amingcido” es un compuesto orgnico que contiene
un grupo amino y un grupo &ido carboxlico. Un polipggptido contiene dos o nés
amingcidos. Para propsitos de este documento, los aminagcidos incluyen los
veinte aminagcidos que ocurren naturalmente, amingcidos no naturales y
aminagcidos arélogos (es decir, amindcidos donde el carbono a tiene una cadena
lateral).

Mantenéndonos con la nomenclatura eséndar de poliggptido describa en J.
Biol. Chem., 243: 3552-3559 (1969), y adoptada 37 C.F.R.8§1.821-1.822, las
abreviaturas de los residuos de aminacidos son mostradas en la Tabla 1:

Tabla 2 — Tabla de Correspondencia

SIMBOLO

1 Letra 3 Letras AMINOACIDO
Y Tyr Tirosina
G Gly Glicina
F Phe Fenilalanina
M Met Metionina
A Ala Alanina
S Ser Serina
I lle Isoleucina
L Leu Leucina
T Thr Treonina
\ Val Valina
P Pro Prolina
K Lys Lisina
H His Histidina
Q GlIn Glutamina
E Glu Aido gluBmico
Z GlIx Glu y/o GIn
W Trp Triptfano
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R Arg Arginina

D Asp Aido asprtico

N Asn Asparaginas

B Asx Asn y/o Asp

C Cys Cisteina

X Xaa Desconocido u otro

Se debe#é notar que todas las secuencias de residuos de aminatidos
tienen por fBrmulas una orientactn de izquierda a derecha en la direccin
convencional de amino &mino a carboxilo &mino. Adicionalmente, la frase
“residuo de amindkido” est ampliamente definida para incluir los aminacidos
listados en la Tabla de Correspondencia (Tabla 2) y amonio&cidos modificados
e inusuales, tales como aquellos relacionados en el 37 C.F.R.81.821-1.822, e
incorporados a@ para referencia. Ademnés, se debegd notar que una linea al
comienzo o al final de una secuencia de residuo de aminacido indica un pptido
unido a una secuencia adicional de uno nés residuos de aminacidos, a un grupo
amino terminal tal como NH; o a un grupo carboxilo terminal tal como COOH.

Como se usa aqui, un “amindgido hidrotbico” incluye cualquiera de los
amingxidos determinados para ser hidrofbicos usando la escala de consenso
de hidrofobicidad de Eisenberg. Los ejemplos son los amindcidos hidrofbicos
gue ocurren naturalmente, tales como isoleucina, fenilalanina, valina, leucina,
triptofan, metionina, alanina, glicina, cisteina y tirosina (Eisenberg et al., (1982)
Faraday Symp. Chem. Soc. 17:109-120). Los amingcidos hidrofiicos que no

ocurren naturalmente tambén son incluidos.

62



Como se usa aqui, un “amindcido addico” incluye entre los aminatidos
que ocurren naturalmente residuos de &ido aspatico y de &cido glutmico. Los
amindkidos addicos que no ocurren naturalmente tambégn son incluidos.

Como se usa aqui, “amingcidos que ocurren naturalmente” se refiere a
los amingidos 20 L que ocurren en los polipggtidos.

Como se usa aqui, “amingcido no natural” se refiere a un compuesto
orginico que contiene un grupo amino y un grupoé&cido carboxilico que no es uno
de los amindgcidos que ocurren naturalmente indicados en la Tabla 2. Los
amingcidos que no ocurren naturalmente por lo tanto incluyen, por ejemplo,
amindcidos o ardlogos de amindcidos diferentes a los 20 amingcidos que
ocurren naturalmente e incluyen, pero no se limitan al, los isosteré@meros D de
amindkidos. Los ejemplos de los amindcidos no naturales son conocidos para
aquellos expertos en la materia y pueden ser incluidos en un poliggptido factor
VII modificado.

Como se usa aqui, una construccin de ADN es una mokcula de ADN
circula, lineal o de cadena simple o doble que contiene segmentos de ADN
combinados y yuxtapuestos en una manera no encontrada en la naturaleza.
Las construcciones de ADN existen como un resultado de la manipulactn
humana, e incluyen clones y otras copias de mokculas manipuladas.

Como se usa aqui, un segmento de ADN es una porctn de una mokcula
de ADN nés grande que tiene atributos espedificos. Por ejemplo, un segmento
de ADN que codifica un poliggptido especifico es una porcin de una mokcula de

ADN ns larga, tal como un pésmido o fragmento de pbsmido, el cual, cuando se
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lee desde la direccin 5’ o 3’, codifica la secuencia de amingcidos del poligptido
especificado.

Como se usa aqui, el &mino polinuclétido significa un polimero de cadena
simple o dobel de desoxirribonucleétidos o ribonucleétidos con base en la lectura
del extremo 5’ al 3'. Los polinuclatidos incluyen ARN y ADN, y se puede aislar
de fuentes naturales, que se sintetizan in vitro, o elaborados a partir de una
combinactn de mokculas sintticas y naturales. La longitud de una mokcula de
polinuclgtido se da acéen &minos de nuclgtidos (abreviado "nt") o de pares de
bases (abreviado "bp"). El &mino nuclatidos se utiliza para mokculas de cadena
simple y doble donde el contexto lo permita. Cuando el &mino se aplica a las
mokculas de doble cadena que se utilizan para denotar la longitud total y se
entendea como equivalente al &mino pares de base. Sei reconocido por los
expertos en la materia que las dos hebras de un polinucletido de doble cadena
pueden variar ligeramente en longitud y que sus extremos puede ser
fraccionados; por lo tanto todos los nucletidos dentro de una mokcula de doble
cadena de polinuclétidos no pueden estar vinculados. Estos extremos impares,
en general, no exceden a 20 nuclétidos de longitud.

Como se usa aqui, “secuencia primaria” se refiere a la secuencia de
residuos de amincgcidos en un poligptido.

Como se usa aqui, “similitud” entre dos proteinas o &idos nucleicos se
refiere la relactn entre la secuencia de amingcidos de las proteinas o las
secuencias de nuclatido de losé&cidos nucleicos. La similitud puede estar basada

en el grado de identidad y/o homologia de secuencias de residuos y los
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residuos alli contenidos. Los m&odos para evaluar el grado de similitud entre
proteinas yacidos nucleicos son conocidos para aquellos expertos en la materia.
Por ejemplo, en un n&odo para evaluar la similitud de secuencia, dos
secuencias de aminaridos o nuclatidos son alineados en una manera que
alcanzan un nivel md&imo de identidad entre las secuencias. “Identidad” se
refiere a la medida en la cual las secuencias de amindgcidos o nucletidos son
invariantes. La alineactn de las secuencias de amindgcidos, y algunas
secuencias de nuclglidos, tambén puede tener en cuenta las diferencias
conservativas y/9 sustituciones frecuentes en amindgxidos (0 nucléitidos). Las
diferencias conservativas son aquellas que preservan las propiedades
fisicoguimicas de los residuos involucrados. Las alineaciones pueden ser
globales (alineacin de las secuencias comparadas sobre la longitud total de las
secuencias y que incluyen todos los residuos) o locales (la alineacin de una
porctn de las secuencias que incluyen (nicamente la regitn o regiones nés
similares).

Como se usa aqui, los &minos “homologia” e “identidad” son usados de
forma intercambiable, pero homologia puede incluir cambios conservativos de
amingcidos. En general para identificar las posiciones correspondientes las
secuencias de amincgddos son alineadas de modo tal que se obtiene el orden

nmés alto de coincidencia (ver, por ejemplo: Computational Molecular Biology,

Lesk, A.M., ed., Oxford University Press, New York, 1988; Biocomputing:

Informatics and Genome Projects, Smith, D.W., ed., Academic Press, New

York, 1993; Computer Analysis of Sequence Data, Part |, Griffin, A.M., y Griffin,
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H. G., eds., Humana Press, New Jersey, 1994; Sequence Analysis in Molecular

Biology, von Heinje, G., Academic Press, 1987; y Sequence Analysis Primer,

Gribskov, M. y Devereux, J., eds., M Stockton Press, New York, 1991 ; Carillo
et al. (1988) SIAM J Applied Math 48:1073).

Como se usa aqui, “identidad de secuencia” se refiere al nimero de
amincgcidos idnticos (0 bases de nucldgtidos) en una comparacin entre una
prueba y un poligptido o polinuclatido referencia. Los poligptidos honflogos se
refieren al nimero predeterminado de residuos de amindcidos idnticos u
hondlogos. La homologia incluye sustituciones conservativas de amingcidos asi
como los residuos idinticos. La identidad de secuencia puede ser determinada
por medio de programas de algoritmo eséndar de alineactn usados con
penalidades de espacio por defecto establecidas por cada proveedor. Las
mokculas hondlogas deé&cido nucleico se refieren a un nimero predeterminado de
nucletidos idnticos u hondlogos. La homologia incluye sustituciones que no
cambian al amindcido codificado (es decir, “sustituciones silenciosas”) asi como
los residuos idnticos. Las mokculas sustancialmente honflogas de&ido nucleico
hibridan tipicamente a tirantez moderada o a una alta tirantez todo a lo largo de
la longitud del&cido nucleico o a lo largo de al menos aproximadamente 70%,
80% 0 90% de la mokcula de &cido nucleico de longitud completa de integs.
Tambén se contemplan las mokculas de &ido nucleico que contienen codones
degenerados en lugar de codones en la mokcula hibridada de &cido nucleico.
(Para la determinactin de la homologia de proteinas, los amindcidos

conservativos pueden ser alineados asi como los amingcidos idnticos; en este
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caso, el porcentaje de identidad y el porcentaje de homologia vara). Si dos
mokculas de &ido nucleico tienen secuencias de nucleétido (o cualquier dos
poliggptidos tienen secuencias de amindcidos) que son al menos 80%, 85%,
90%, 95%, 96%, 97% 98% 0 99% “idnticas” pueden ser determinadas usando
algoritmos conocidos de computador tales como el programa “FAST A”, usando
por ejemplo, los paémetros por defecto como en Pearson et al. Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 85: 2444 (1988) (otros programas incluyen el paquete de
programa GCG (Devereux, J., et al.,, Nucleic Acids Research 12(1): 387
(1984)), BLASTP, BLASTN, FASTA (Atschul, S.F., et al., J. Molec. Biol.

215:403 (1990); Guide to Huge Computers, Martin J. Bishop, ed., Academic

Press, San Diego (1994), y Carillo et al. SIAM J Applied Math 48: 1073 (1988)).
Por ejemplo, la function BLAST de la base de datos del Centro Nacional para
Informacin de Biotecnologia puede ser utilizada para determinar la identidad.
Otros programas disponibles comercialmente o pblicamente incluyen el
programa DNAStar “MegAlign” (Madison, WI) y el programa “Gap” del Grupo de
Computadores Gergéticos de Wisconsin (UWG) (Madison WI)). La homologia o
identidad porcentual de proteinas y/o mokwlas de &ido nucleico puede ser
determinada, por ejemplo, por medio de la comparactn de informacitn de
secuencia usando un programa de computador GAP (por ejemplo, Needleman
et al. J. Mol. Biol. 48: 443 (1970), como se revi por Smith y Waterman (Adv.
Appl. Math. 2: 482 (1981)). Brevemente, un programa GAP define la similitud
como el nNmero de smbolos alineado (es decir, nuclétidos o amingcidos) los

cuales son similares, divididos por el nimero total de simbolos en la nés corta de
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las dos secuencias. Los paametros por defecto para el programa GAP pueden
incluir: (1) una matriz de comparactn urinaria (que contiene un valor de 1 para
identidades y 0 para no identidades) y la matriz de comparactn pesada de
Gribskov et al. Nucl. Acids Res. 14: 6745 (1986), como se describd por

Schwartz y Dayhoff, eds., Atlas of Protein Sequence and Structure, Fundacin

Nacional de Investigacin Biongdica, pp. 353-358 (1979); (2) una penalidad de
3.0 para cada separactn y una penalidad adicional de 0.10 para cada simbolo
en cada separacin; y (3) sin penalidad para separaciones de extremo.

Por lo tanto, como se usa aqui, el &mino “identidad” representa una
comparacin entre un poliggptido o polinuclgtido de prueba y una referencia. En
un ejemplo no limitante, “al menos 90% idntico a” se refiere a las identidades
porcentuales desde 90% hasta 100% con relacin a los poligptidos de
referencia. La identidad a un nivel de 90% o nés es indicativa del hecho que,
asumiendo para propgsitos de ejemplificacin una prueba y una longitud de
polinucletido de referencia de 100 amindcidos son comparados, no nés de 10%
(es decir, 10 de 100) de los aminaidos en los poligptidos de prueba difieren de
aguellos de los poliggptidos de referencia. Las comparaciones similares pueden
ser hechas entre una prueba y polinuclegtidos de referencia. Dichas diferencias
pueden ser representadas como mutaciones de punto aleatoriamente
distribuidas en la longitud total de una secuencia de aminacido o pueden ser
agrupadas en una o nés ubicaciones de la longitud variable hasta el méximo
permitido, por ejemplo, 10/100 diferencia de amindcidos (aproximadamente

90% de identidad). Las diferencias son definidas como sustituciones,
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inserciones o supresiones de &ido nucleico o amindcido. En el nivel de
homologias o identidades por encima de aproximadamente 85-90%, el
resultado deberia independiente del programa y los paémetros de separacin
establecidos; dichos niveles altos de identidad pueden ser evaluados &cilmente,
a medida sin depender del software.

Como se usa aqui, tambgn se entiende que los &minos “sustancialmente
icéntico” o “similar” varan con el contexto como puede ser entendido por
aguellos expertos en la materia relevante, pero que aquellos expertos pueden
evaluar.

Como se usa aqui, una secuencia alineada se refiere al uso de homologia
(similitud y/o identidad) para alinear las posiciones correspondientes en una
secuencia de nucletidos o amindcidos. Tpicamente, se alinean dos o mmés
secuencias que estn relacionadas por 50% o més de identidad. Un conjunto
alineado de secuencias se refiere a 2 0 més secuencias que son alineadas en
posiciones correspondientes y pueden incluir secuencias de alineacin
derivadas de ARNs, tales como ESTs y otros cADNSs, alineados con la
secuencia geromica de ADN.

Como se usa aqui, “hibrida espedificamente” se refiere al recocido, por
medio del emparejamiento de base complementaria, de una mokeula de &cido
nucleico (por ejemplo, un oligonuclétido) a una mokcula de &ido nucleico
objetivo. Aquellos expertos en la materia son familiares con los paémetros in
vitro e in vivo que afectan la hibridacitn espedifica, tal como la longitud y la

composicin de la mokuwla particular. Los paémetros particularmente relevantes a
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hibridactn in vitro aden®s incluyen recocido y temperatura de lavado, composicin
de amortiguamiento y la concentracin de sal. Las condiciones ejemplares de
lavado para remover las mokculas deécido nucleico no espedficamente unidas a
una alta tirantez son 0.1x SSPE, 0.1% SDS, 65C, y a tirantez media son de 0.2
X SSPE, 0.1% SDS, 5CC. Las condiciones equivalentes de tirantez son
conocidas en el arte. El experto en la materia puede ajustar &cilmente estos
paémetros para lograr la hibridacin espedfica de una mokcula deéacido nucleico a
una mokcula deé&cido nucleico objetivo apropiada para una aplicacn particular.
Como se usa aqui, el poliggptido o proteina aislada o purificada o la porcin
biotgicamente activa de la misma es sustancialmente libre de material celular u
otras proteinas contaminantes de la @ula de tejido a partir de la cual se deriva la
proteina, o sustancialmente libre de precursores quimicos u otros quimicos
cuando es sintetizada quimicamente. Las preparaciones pueden ser
determinadas para ser sustancialmente libres y éstas aparecen libres de
impurezas detectables &cilmente como se determina por métodos eséndar de
ardlisis, tales como cromatografia de capa delgada (TLC), electroforesis de gel y
cromatografia de liquido de alto desempdo (HPLC), utilizadas por aquellos
expertos en la materia para evaluar dicha pureza, o suficientemente puro de
modo tal que la purificactn adicional no alteraia detectablemente las
propiedades fisicas y quimicas, tales como actividades proteoliticas y biobygicas,
de la sustancia. Los n#odos para la purificacin de los compuestos para producir
compuestos sustancialmente quimicamente puros son conocidos por aquellos

expertos en la materia. Un compuesto sustancialmente quimicamente puro, sin
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embargo, puede ser una mezcla de estereoisimeros. En dichos casos, la
purificactn adicional puede aumentar la actividad especifica del compuesto.

El &mino sustancialmente libore de material celular incluye las
preparaciones de proteinas en las cuales la proteina se separa de los
componentes celulares de las @ulas a partir de las cuales se aisla o se produce
de forma recombinante. En una modalidad, el &mino sustancialmente libre de
material celular incluye preparaciones de proteinas de proteasa que tienen
menos de aproximadamente 30% (por peso seco) de proteinas no proteasa
(tambén referencias como una proteina contaminante), generalmente menor que
aproximadamente 20% de proteinas no proteasa o 10% de proteinas no
proteasa o menor que aproximadamente 5% de proteinas no proteasa. Cuando
la proteina de proteasa o porcin activa de la misma es producida de forma
recombinante, esta es tambén sustancialmente libre de medio de cultivo, es
decir, medio de cultivo representa menos de, aproximadamente, o igual a 20%,
10% o 5% del volumen de la preparacin de proteina de proteasa.

Como se usa agui, el &mino sustancialmente libre de precursores
guimicos u otros quimicos incluye las preparaciones de proteinas de proteasa en
las cuales la proteina se separa de los precursores quimicos u otros quimicos
gue es#n involucrados en la sintesis de la proteina. EI &mino incluye las
preparaciones de proteinas de proteasa que tienen menos de aproximadamente
30% (por peso seco), 20%, 10% 5% o menos de precursores quimicos o

quimicos no proteasa o componentes.
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Como se usa aqui, la produccin por n&odos de recombinante por medio
del uso de né&odos de ADN recombinante se refiere al uso de nm&odos bien
conocidos de biologia molecular para expresar las proteinas codificadas por el
ADN clonado.

Como se usa aqui, vector (o psmido) se refiere a los elementos discretos
gue son usados para introducir &ido nucleico hetedogo en @&ulas para la
expresin o replicacin de los mismos. Los vectores tipicamente se permanecen
episomal, pero pueden ser disdiados para llevar a cabo la integracin de un gen
0 una porcitn del mismo en un cromosoma del genoma. Tambén se contemplan
los vectores que son cromosomas ratificales, tales como cromosomas ratificales
de bacteria, cromosomas artificiales de levadura y cromosomas ratificales de
mamiferos. La seleccin y el uso de dichos vehiculos son bien conocidos por
aguellos expertos en la materia.

Como se usa aqui, la expresin se refiere al proceso por el cual el&cido
nucleico es transcrito en mARN y traducido en pEptidos, poligptidos, o proteinas.
Si el &ido nucleico se deriva del ADN gerdmico, la expresitn puede, si se
selecciona una @ula hiésped u organismo eucaritica apropiado, incluye
procesar, tal como el empalme del mARN.

Como se usa aqui, un vector de expresinincluye los vectores capaces de
expresar ADN que est vinculado operativamente con las secuencias
reguladoras, tales como regiones promotoras, que son capaces de llevar a
cabo la expresin de fragmentos de ADN. Dichos segmentos adicionales pueden

incluir las secuencias promotoras o terminadoras, y opcionalmente pueden
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incluir uno o nés origenes de replicactn, uno o més marcadores seleccionables,
un mejorador, una sdal de poliandenilacin, y similares. Los vectores de
expresitn son generalmente derivados de ADN pbsmido o viral, o pueden
contener elementos de ambos. Por lo tanto, un vector de expresin se refiere a
una construccitn de ADN o ARN recombinante, tal como un pbsmido, un fago,
virus recombinante u otros vectores que, con la introduccin en una dula huésped
apropiada, resultan en la expresin del ADN clonado. Los vectores de expresin
apropiados son bien conocidos por aquellos expertos en la materia e incluyen
aguellos que son replicables en dulas eucariticas y/o @ulas procariticas y
aquellos que permanecen episomal o aquellos que se integran en el genoma
de la dula huésped.

Como se usa aqui, el vector tambén incluye “vectores de virus” o
“vectores virales”. Los vectores virales son virus disdiados que estn vinculados
operativamente a genes exgenos para transferir (como vehiculos o transportes)
los genes exdgenos en @ulas.

Como se usa aqui, un adenovirus se refiere a cualquier grupo de virus
gue contienen ADN que causan conjuntivitis e infecciones de tractor
respiratorio superior en humanos.

Como se usa aqui, el ADN desnudo se refiere al ADN libre de histona
gue puede ser utilizado para vacunas y terapia de genes. El ADN desnudo es
el material gerético que se pasa de dula en @ula durante una transferencia de

genes procesada llamada transformacin o transfeccin. En la transformacin o
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transfeccin, el ADN purificado o desnudo que es tomado por la @&ula recipiente
dada la @ula recipiente una nueva caracteristica o fenotipo.

Como se usa aqui, vinculado operablemente u operativamente cuando se
refiere a segmentos de ADN significa que los segmentos son arreglados de
modo tal que funcionan en concierto para sus propsitos pretendidos, por
ejemplo, la transcripcin inicia en el promotor y procede a través del segmento de
codificactn hacia el terminador.

Como se usa aqui, un agente que modula la actividad de una proteina o
expresin de un gen o&ido nucleico reduce o aumenta o altera de otra forma la
actividad de la proteina o, en alguna manera, regula arriba o abajo o altera la
expresin delécido nucleico en una @&ula.

Como se usa aqui, una “proteina quiméica” o “proteina de fusin” se refiere
a un poliggptido vinculado operativamente a un poliggptido diferente. Una proteina
quin&ica o de fusin a@proporcionada puede incluir uno o més poliggptidos FVII, o
una porcin de los mismos, y uno o més poligptido para cualquiera o nés sdales
de control transcripcional/translacional, secuencias de sd#l, una etiqueta para
localizactn, una etiqueta para purificactn, parte de un dominio de una
inmunoglobulina G, y/o un agente de orientacin. Un poligptido FVII quinérico
tambén incluye aquellos que tienen sus dominios o regiones endigenas del
poliggtido intercambiado con otro polipgptido. Estas proteinas quimé&icas o de
fusitn incluyen aquellas producidas por medios recombinantes como proteinas
de fusin, aquellas producidas por medios quimicos, tales como por medio de

acoplamiento quimico, a tra¥s de, por ejemplo, acoplamiento a grupos
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sulfhidricos, y aquellas producidas por cualquier otro méodo por el cual se
vincula al menos un poligptido (es decir, FVIl) o una porcitn del mismo,
directamente o indirectamente por medio de vinculadores a otro poligptido.

Como se usa aqui, vinculado operativamente cuando se refiere a una
proteina de fusin se refiere a un polipggptido de proteasa y un poliggptido de no
proteasa que son fusionados en marco entre si. El poligdgtido de no proteasa
puede ser fusionado al terminal N o terminal C del poligptido de proteasa.

Como se usa aqui, un agente de seleccin, en cualquier porcin, tal como
una proteina o una porcin efectiva de la misma, que proporciona la unin
espedfica a una mokula de superficie de @ula, tal como un receptor de
superficie de dula, el cual en algunos casos puede internalizar un conjugado
atado o una porcin del mismo. Un agente de selecciin tambén puede ser uno
que promueve o facilita, por ejemplo, el aislamiento de afinidad o purificactn del
conjugado; adjunto del conjugado a una superficie; o deteccin del conjugado o
complejos que contienen el conjugado.

Como se usa aqui, el derivado o arlogo de una mokcula se refiere a una
porcin derivada de o una versin modificada de la mokcula.

Como se usa aqui, “enfermedad o desorden” se refiere a una condicin
patobgica en un organismo que resulta de la causa o condicitn que incluye, pero
no se limita a, infecciones, condiciones adquiridas, condiciones gergticas, y
caracterizado por los sintomas identificables. Las enfermedades y desydenes de
intees son aquellas que involucran la coagulacin, incluyendo aquellas mediadas

por las proteinas de coagulactn y aquellas en las cuales las proteinas de
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coagulactn juegan un papel en la etiologia o patologia. Las enfermedades y
desxdenes tambén incluyen aquellas que son causadas por la ausencia de una
proteina tal como en hemofilia, y de particular integs son aquellos desxdenes en
donde la coagulactn no ocurre debido a una deficiencia o defecto en la proteina
de coagulacin.

Como se usa aqui, “procoagulante” se refiere a cualquier sustancia que
promueve la coagulacin sanguinea.

Como se usa aqui, “anticoagulante” se refiere a cualquier sustancia
inhibe la coagulacin sanguinea.

Como se usa aqui, “hemofilia” se refiere a un desorden de sangrado
causado por una deficiencia en los factores de coagulacitn sanguinea. La
hemofilia puede ser el resultado, por ejemplo, de la ausencia, expresin
reducida, o funcitn reducida de un factor de coagulactn. El tipo m& comhn de
hemofilia es hemofilia A, la cual resulta de una deficiencia en el factor VIIl. El
segundo tipo més comn de hemofilia es la hemofilia B, la cual resulta de una
deficiencia en el factor IX. La hemofilia C, tambgn llamada deficiencia FXI, es
una forma nés suave y menos conin de hemofilia.

Como se usa aqui, “hemofilia congenita” se refiere a tipos de hemofilia que
son heredadas. La hemofilia conginita resulta de la mutacin, supresin, insercin,
u otra modificactn de un gen de factor de coagulacin en el cual la produccin del
factor de coagulacin esté ausente, reducida o no funcional. Por ejemplo, las

mutaciones hereditarias en los genes de factor de coagulacin, tales como factor
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VIIl y factor IX resultan en las hemofilias congnitas, Hemofilia A y B,
respectivamente.

Como se usa aqui, “hemofilia adquirida” se refiere a un tipo de hemofilia
que se desarrolla en la adultez a partir de la produccin de anticuerpos que
inactivan el FVIII.

Como se usa aqui, “desorden de sangrado” se refiere a una condicin en
la cual el sujeto tiene una habilidad reducida para controlar el sangrado. Los
desxdenes de sangrado pueden ser heredados o adquiridos, y pueden resultar
de, por ejemplo, defectos o deficiencias en la via de coagulacitn, defectos o
deficiencias en la actividad de plaquetas, o defectos vasculares.

Como se usa aqui, “desorden de sangrado adquirido” se refiere a los
desxydenes de sangrado que resultan de las deficiencias de coagulacin
causadas por las condiciones tales como enfermedad de higado, deficiencia de
vitamina K, o coumadin (warfarina) u otra terapia anticoagulante.

Como se usa aqui, “tratar” un sujeto que tiene una enfermedad o condicin
significa que un poligptido, composictn u otro producto suministrado a@& es
administrado al sujeto.

Como se usa aqui, un agente teragiutico, un Egimen teraputico,
radioprotector, o quimioteraputico significa medicamento convencional y
terapias de medicamento, incluyendo vacunas, las cuales son conocidas para

aquellos expertos en la materia. Los agentes radioteraputicos son bien

conocidos en el arte.
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Como se usa aqui, tratamiento significa cualquier manera en la cual los
sintomas de una condicin, desorden o enfermedad son mejorados o de otra
forma alterado beréficamente. Asi el tratamiento abarca profilaxis, terapia y/o
cura. El tratamiento tambén abarca cualquier uso farmaduico de las
composiciones de a@ El tratamiento tambén abarca cualquier uso farmacutico
de un FVII modificado y composiciones a@proporcionadas.

Como se usa aqui, la mejora de los sintomas de una enfermedad o
desorden particular por medio de un tratamiento, tal como por medio de la
administractn de una composictn farmacutica u otra terapia, se refiere a
cualquier disminucin, bien sea permanente o temporal, que dura o que
transciende, de los sintomas que pueden ser atribuidos a o asociados con la
administracitn de la composicin o de la terapia.

Como se usa aqui, la prevencin o profilaxis se refiere a m&odos en los
cuales el riesgo de desarrollar enfermedad o condicitn se reduce. La profilaxis
incluye la reduccin en el riesgo de desarrollar una enfermedad o condictn y/o
prevencitn del empeoramiento de los sintomas o progresin de una enfermedad o
reduccitn en el riesgo de empeoramiento de los sintomas o progresin de una
enfermedad.

Como se usa aqui, una cantidad efectiva de un compuesto o composicin
para tratar una enfermedad particular en una cantidad que suficiente para
mejorar, o en alguna manera reducir los sintomas asociados con la enfermedad.
Dicha cantidad puede ser administrada como una dosis simple o puede ser

administrada de acuerdo con un égimen, por el cual este sea efectivo. La
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cantidad puede curar la enfermedad pero, tipicamente, es administrada con el
fin de mejorar los sintomas de la enfermedad. Tipicamente, la administractn
repetida es requerida para lograr una mejora deseada de los sintomas.

Como se usa aqui, “cantidad terapduticamente efectiva” o “dosis
teraputicamente efectiva” se refiere a un agente, compuesto, material, o
composicin que contiene un compuesto que es al menos suficiente para
producir un efecto teragéutico. Una cantidad efectiva es la cantidad de un agente
teraputico necesario para prevenir, curar, mejorar, arrestar o parcialmente
arrestar un sintoma de una enfermedad o desorden.

Como se usa aqui, “paciente” o “sujeto” a ser tratado incluye humanos
y/o animales no humanos, incluyendo mamiferos. Los mamiferos incluyen
primates, tales como humanos, chimpands, gorilas y monos; animales
domesticados, tales como perros, caballos, gatos, cerdos, cabras, vacas; y
roedores tales como ratones, ratas, hamsters y jerbos.

Como se usa aqui, una combinacin se refiere a cualquier asociactn entre
dos o entre nés elementos. La asociacin puede ser espacial o se refiere al uso
de dos o n&s elementos para un progsito comn.

Como se usa aqui, una composicitn se refiere a cualquier mezcla de dos
0 més productos o compuestos (Por ejemplo, agentes, moduladores,
reguladores, etc.). Esta puede ser una solucin, una suspensin, iquido, polvo,
una pasta, formulaciones acuosas 0 no acuosas o cualquier combinacin de los

mismos.
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Como se usa aqui, un “ariculo de fabricacin” es un producto que est
hecho y vendido. Como se usa a lo largo de esta solicitud, el &mino pretende
abarcar los poligptido de proteasas modificados y los é&cidos nucleicos
contenidos en los articulos de empaque.

Como se usa aqui, el fluido se refiere a cualquier composictn que puede
fluir. Los fluidos por tanto abarcan las composiciones que se encuentran en la
forma de semigiidos, pastas, soluciones, mezclas acuosas, gel, lociones,
cremas y otras composiciones como tal.

Como se usa aqui, un “kit” se refiere a una combinactn empacada, que
opcionalmente incluye reactivos y otros productos y/o componentes para
practicar m&todos que usan los elementos de la combinactn. Por ejemplo, los
kits contienen un poligptido de proteasa modificado o mokcula deé&cido nucleico
a@ suministrado y otro elemento para un propsito incluyendo, pero no limitado
a, administracin, diagréstico, y evaluacin de una actividad o propiedad biobygica.
Los kits opcionalmente incluyen instrucciones para su uso.

Como se usa aqui, un anticuerpo incluye fragmentos de anticuerpo, tales
como fragmentos Fab, los cuales estn compuestos de una cadena ligera y la
regin variable de una cadena pesada.

Como se usa aqui, un receptor se refiere a una mokcula que tiene una
afinidad por un ligando particular. Los receptores pueden ser mokculas de
ocurrencia natural o sin#tica. Los receptores tambgn pueden estar relacionados

en el arte como anti-ligandos.
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Como se usa aqui, un animal incluye cualquier animal, tales como, pero
no limitado a: primates incluyendo humanos, gorilas y monos; roedores, tales
como ratones y ratas; aves, tales como pollos; rumiantes, tales como cabras,
vacas, venado, oveja; ovinos, tales como cerdos y otros animales. Los
animales no humanos excluyendo los humanos como el animal contemplado.
Las proteasas que a@se suministran son de cualquier fuente, animal, planta,
procaritica o de hongos.

Como se usa aqui, la terapia de gen involucra la transferencia de &ido
nucleico hetedlogo, tales como ADN, en ciertas @ulas, @&ulas objetivo, de un
mamifero, particularmente un humano, con un desorden o condicin para la cual
se busca dicha terapia. El&ido nucleico, tal como ADN, se introduce en las
@ulas objetivo seleccionadas, bien sea directamente o en un vector u otro
vehiculo de entrega, en una manera tal que elacido nucleico hetedogo, tal como
el ADN, se expresa y se produce un producto teraputico ali codificado.
Alternativamente, elé&cido nucleico hetedlogo, tal como el ADN, puede en alguna
manera mediar la expresin de ADN que codifica el producto terapgutico, o este
puede codificar un producto, tal como un gptido o ARN que en alguna manera
media, directa o indirectamente, la expresin de un producto terapiutico. La
terapia gerética también puede ser utilizada para entregar elécido nucleico que
codifica un producto de gen que reemplaza un gen defectuoso o complementa
un producto de gen producido por el mamifero o la @&ula en la cual este es
introducido. EIl &ido nucleico introducido puede codificar un compuesto

terapiutico, tal como una proteasa o proteasa modificada, que no es
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normalmente producida en el mamifero husped o que no es producida en
cantidades terapfuticamente efectivas o en un tiempo terapfuticamentetil. Elécido
nucleico hetedlogo, tal como el ADN, que codifica el producto terapéutico puede
ser modificado antes de la introduccin en las @ulas del hiésped afligido con el
fin de mejorar o de alguna forma alterar el producto o la expresin del mismo. La
terapia gergética también puede involucrar la entrega de un inhibidor o represor u
otro modulador de expresin de gen.

Como se usa aqui, el&ido nucleico hetedlogo esé&cido nucleico que no es
normalmente producido in vivo por la dula en la cual se expresa o que es
producido por la @ula pero esten una posicin o expresado de forma diferente o
que media o codifica los mediadores que alteran la expresin del&cido nucleico
endigeno, tal como el ADN, por medio de la llevada a cabo de transcripcin,
traduccin, u otro proceso bioguimico regulable. Elécido nucleico hetedogo es
generalmente no endgeno a la @&ula en la cual es introducido, pero ha sido
obtenido a partir de otra @ula o preparado de forma singética. Eladdo nucleico
hetedogo puede ser endigeno, pero esécido nucleico que estiexpresado a partir
de una posicin diferente o alterado en su expresin. Generalmente, aunque no
necesariamente, dicho &ido nucleico codifica ARN y proteinas que no son
normalmente producidas por la @ula o en la misma forma en la dula en la cual
se expresa. El &ido nucleico hetediogo, tal como el ADN, tambgn puede ser
relacionado como &ido nucleico extranjero, tal como el ADN. Asi, el &ido
nucleico hetedogo o el &ido nucleico extranjero incluye una mokula de &ido

nucleico no presente en la orientactn o posicin exacta como la mokala deé&cido
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nucleico de la contraparte, tal como el ADN, es encontrada en el genoma.
Tambén se puede referir a la mokcula deacido nucleico a partir de otro organismo
0 especie (es decir, ex@eno).

Cualquieré&cido nucleico, tal como el ADN, que un experto en la materia
reconoceria o consideraria como hetedogo o extranjero a la dula en la cual se
expresa elé&cido nucleico es abarcado a@ por eléacido nucleico hetedogo; elécido
nucleico hetedogo incluye &ido nucleico adicionado de forma exdgena que
tambén es expresada de forma endigena. Los ejemplos de &ido nucleico
hetedogo incluyen, pero no se limitan a,&cido nucleico que codifica las proteinas
de marcador rastreable, tales como una proteina que confiere resistencia al
medicamento, &ido nucleico que codifica sustancias teraputicamente efectivas,
tales como agentes anticancerigenos, enzimas y hormonas, y&cido nucleico, tal
como el ADN, que codifica otros tipos de proteinas, tales como anticuerpos. Los
anticuerpos que son codificados por el &ido nucleico hetedlogo pueden ser
secretados o expresados en la superficie de la @ula en la cual el&cido nucleico
hetedogo ha sido introducido.

Como se usa aqui, un producto terapiuticamente efectivo para la terapia
de gen es un producto que se codifica por el &ido nucleico hetedogo,
tipicamente ADN, que, con la introduccin del &ido nucleico en un huésped, se
expresa un producto que mejora o elimina los sintomas, manifestaciones de una
enfermedad heredada o adquirida o que cura la enfermedad. Tambén se
incluyen mokculas de &ido nucleico biotgicamente activas, tales como ARNi y

antisentido.

83



Como se usa aqui, la declaractn que un poligptido “consisten
esencialmente” de una secuencia de amindgcidos indicada significa que
(ncamente la porctn indicada, o un fragmento de la misma, del poliggptido de
longitud completa est presente. El poligptido puede opcionalmente, y
generalmente lo ha#g, incluir amingkidos adicionales de otra fuente o pueden ser
insertados en otro polipptido.

Como se usa aqui, las formas singulares “un”, “una” y “el” o “la” incluyen
referentes plurales a menos que el contexto claramente indique lo contrario. Asi,
por ejemplo, la referencia al compuesto que comprende “un dominio
extracelular” incluye compuestos con uno o una pluralidad de dominios
extracelulares.

Como se usa aqui, los rangos y cantidades pueden ser expresados como
“aproximadamente” un valor o rango particular. Aproximadamente tambén
incluye la cantidad exacta. As, “aproximadamente 5 bases” significa
“aproximadamente 5 bases" y tambgén“5 bases”.

Como se usa aqui, “opcional” u “opcionalmente” significa que el evento o
circunstancia descrita a rengtn seguido ocurre 0 no, y que la descripctn incluye
casos donde dicho evento o circunstancia ocurre y casos donde este no ocurre.
Por ejemplo, un grupo opcionalmente sustituido significa que el grupo es no
sustituido o sustituido.

Como se usa aqui, las abreviaciones para cualquier grupo de proteccin,

amindkidos y otros compuestos, son, a menos que se indique lo contrario, de
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acuerdo con su uso comn, abreviaciones reconocidas, o el IUPAC-IUB Comisin
en Nomenclatura Bioquimica (ver, (1972) Biochem. 11:1726).
B. Informacion General de Hemostasia

A& se suministran poligptidos factor VII (FVII) modificados. Dichos
polipgptidos FVII esén disdiados para tener actividad coagulante incrementada.
De acuerdo con esto, estos poligptidos tienen una variedad de usos y
aplicaciones, por ejemplo, como terapauticos para modular hemostasia, y otros
procesos biobgicos relacionados. Para apreciar las modificaciones a@&
suministradas y el uso de dichas mokulas de FVII modificadas, un
entendimiento del sistema hemosético y de la cascada de coagulacin sanguinea
es una ventaja. La siguiente discusin proporcionan dichos antecedentes,
preliminares a una discusin de factor VII, y modificaciones del mismo.

La hemostasia es el mecanismo fisiobigico que se deriva del sangrado
que resulta de una lestn vascular. La hemostasia normal depende de
componentes celulares y proteinas de plasma soluble, que involucra una serie
de eventos de sdwlizacin que finalmente llevan a la formacitn de un cagulo de
sangre. La coagulacin es épidamente iniciada luego de que la lesin ocurre al
vaso sanguineo y las dulas endoteliales son dd®adas. En la fase primaria de la
coagulacitn, las plaquetas son activadas para formar un tapn hemosétco en el
sitio de la lestn. La hemostasia secundaria continia involucrando factor de
coagulacin de plasma, los cuales actian en una cascada proteoltica que resulta

en la formacin de filamentos de fibrina que fortalecen el tapn de plaqueta.
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Con la lesin del vaso, el flujo de sangre fluye al &ea lesionada es
restringido por la constriccitn vascular permitiendo a las plaquetas adherirse al
cobgeno fibrilar recientemente expuesto en el tejido conectivo subendotelial.
Esta adhesin depende del factor de von Willebrand (VWF), el cual se une al
endotelio dentro de tres segundo despiés de la lesin, facilitando asi la adhesin
de la plaqueta y la agregacin. La activacin de las plaquetas agregadas resulta
en la secrecin de una variedad de factores, incluyendo ADP, ATP, tromboxano
y serotonina. Tambén se libera la adhesin de mokculas, fribinogen, VWF,
trombospondina y fibronectina. Dicha secrecin promueve la adhestn y
agregacin adicional de plaquetas, la activacin de plaqueta y la constriccin del
vaso sanguineo aumentadas, y la exposicin de fosfolipidos antnicos en la
plagueta de superficie que sirve como plataforma para el ensamble del los
complejos de enzima de la coagulacitn sanguinea. Las plaquetas cambian de
forma seguido de la formacin de seudopodia, la cual adends facilita la agregacin
a otras plaquetas resultando en un tapn de plaqueta suelto.

Una cascada de coagulacin de peptidasas (la cascada de coagulacin) se
inicia de forma simulthea. La cascada de coagulacin involucra una serie de
eventos de activacin que involucran la ruptura proteolitica. En dicha cascada,
una proteina inactiva de una proteasa de serina (tambgén llamada zimogn) se
convierte en una proteasa activa por ruptura de una o més uniones de pptidos, lo
cual luego sirve como la proteasa de activacin para la siguiente mokcula de
zimogn en la cascada, resultando finalmente en la formacitn de cagulo por

medio de vinculactn cruzada de fibrina. Por ejemplo, la cascada genera las

86



mokculas activadas tales como trombina (a partir de la ruptura de protombrina),
la cual aderrés activa las plaguetas, y tambén genera fibrina a partir de la ruptura
de fibrirdgeno. La fibrina luego forma un polimero de vinculo cruzado alrededor
del taphn de plaqueta para estabilizar el cagulo. Con la reparacin de la lesin, la
fibrina es digerida por el sistema fibrinolitico, los componentes principales de los
cuales son plasmirégeno y activador plasmirbgeno de tipo tejido (tPA). Ambas de
estas proteinas son incorporadas en la fibrina de polimerizactn, donde ellas
interactian para generar plasmita, la cual, a su vez, actia en la fibrina para
disolver el cagulo preformado. Durante la formacitn del cagulo, los inhibidores
de factor de coagulacin tambén circulan a través de la sangre para prevenir la
formacin de cagulo nés alidel sitio de la lesin.

La interaccin del sistema, a partir de la lestn hasta la formacin del cagulo
y la fibrirdlisis, se describe nmés adelante.

1. Adhesion y agregacion plaquetaria

La coagulactn de sangre es aludida activamente bajo condiciones
normales. El endotelio vascular soporta la vasodilactn, inhibe la adhesin y
activacin de plaguetas, suprime la coagulacin, mejora la ruptura de fibrina y es
antiinflamatorio en cagcter. Las @ulas vasculares endoteliales secretan
mokculas tales comod&xido nitroso (NO) y prostacilina, lo cual inhibe la agregacin
de plaquetas y dilata los vasos sanguineos. La liberactn de estas mokculas
activa las ciclases de guanilato soluble (sGC) y la cinasa | de proteina
dependiente de cGMP (cGKIl) e incrementa los niveles de monofosfato de

guanosina ciclico (cGMP), lo cual causa la relajacitn de los misculos lisos en las
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paredes de los vasos. Adends, las @ulas endoteliales expresan las ADPasas de
superficie de @ula, tales como CD39, la cual controla la activacitn agregacin de
plaquetas por medio de la conversin de ADO liberado de las plaquetas en
inhibidores de plaquetas de nuclétido de adenina. El endotelio tambin juega un
papel importante en la regulacitn de las enzimas en la cascada fibrinolitica. Las
@ulas endoteliales promueven directamente la generacin de plasmina a través
de la expresin de receptores de plasmirdgeno (anexina Il) y de la uroquinasa, asi
como la secrecin de los activadores de plasmirbégeno de tipo tejido y de la
uroquinasa, los cuales promueven la amplitud del cagulo. En una capa final de
regulacin protromiatica, las dulas endoteliales juegan un papel activo en inhibir
la cascada de coagulacin por medio de la produccin del sulfato de heparan, lo
cual aumenta la cirética de la inhibictn de la antitrombina Ill de trombina y de
otros factores de coagulacin.

Bajo el trauma vascular agudo, sin embargo, los mecanismos
vasoconstrictores predominan y el endotelio llega a ser pro-tromhiico,
procoagulante y pro-inflamatorio en naturaleza. Esto es conseguido por una
reduccitn de agentes dilatadores endoteliales: adenosina, NO y prostaciclina; y
la accin directa del ADP, serotonina y tromboxano en las @ulas vasculares de
musculo liso para provocar su contraccin (Becker, Heindl et al. 2000). El principal
activador para el cambio en la functn endotelial que conduce a la formacitn de
trombo hemosttico es la pidida de la barrera de @ula endotelial entre la sangre
y los componentes de la matriz extracelular (ECM) (Ruggeri (2002) Nat Med

8:1227 - 1234). Las plaquetas circulantes identifican y discriminan &eas de
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lesiones endoteliales y se adhieren al endotelio secundario expuesto. Su
interaccin con los diferentes sustratos trombognicos y los resultados generados
localmente o liberados de agonistas en la activacin de plaquetas. Este
procedimiento es descrito como que posee dos etapas, 1) adhesin: el atado
inicial a una superficie, y 2) agregacin: la cohestn de plaqueta-plagueta
(Savage et al. (2001) Curr Opin Hematol 8:270 - 276).

La adhesin de plaquetas se inicia cuando las plaquetas circulantes se
unen al cogeno expuesto a través de la interaccn con las proteinas de unin de
cobgeno en la superficie celular, y a través de la interacctn con el VWF, tambén
presente en el endotelio. La proteina VWF es una estructura multiméica de
tamdo variable, secretada en dos direcciones por el endotelio;
basolateralmente y en la corriente sanguinea. El vVWF tambén se une al factor
VIII, lo cual es importante en la estabilizacthn del factor VIII y su supervivencia
en la circulacin.

La adhesin de la plaqueta y la activacitn subsiguiente se logra cuando el
VWF se une por medio de su dominio Al al GPIb (parte del complejo receptor
de glicoproteina de plaqueta GPIb-I1X-V). La interaccin entre el VWWF y el GPIb es
regulada por la fuerza de cizallamiento de modo tal que un aumento en los
resultados del esfuerzo de cizallamiento en un aumento correspondiente en la
afinidad del vVWF para el GPIlb. La integrina alf2, tambén conocida en
leucocitos como VLA-2, es el receptor principal del cobgeno en plaquetas, y el
engrane a tra¥s de este receptor genera las sdiles intracelulares que

contribuyen a la activactn de plaquetas. La unin a travss de alf32 facilita el
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engrane del receptor del cobgeno de baja afinidad, GP VI. Esto es parte de la
superfamilia de la inmunoglobulina y es el receptor que genera las sdiles
intracelulares nmés potentes para la activacin de plaquetas. La activacin de
plaquetas resulta en la liberactn del difosfato de adenosina (ADP), que se
convierte en tromboxano A2.

La activactn de plaquetas tambégn resulta en la expresin de la superficie
de los receptores de la glicoproteina llb-llla de plaqueta (GP llb-llla), los
receptores de GP llb-llla permiten la adherencia de plaquetas entre si (es decir,
agregacin) en virtud de las mokculas de fibrirdgeno que ligan las plaguetas a
tra\és de estos receptores. Esto resulta en la formacin de un tapn de plagueta
en el sitio de la lesin para ayudar a prevenir la prdida de sangre adicional,
mientras que el tejido vascular ddiado libera factores que inician la cascada de
coagulactn y la formacin de una malla de fibrina estabilizadora alrededor del
tapn de plaqueta.

2. Cascada de coagulacion

La via de coagulacitn es una via proteoitica donde cada enzima est
presente en el plasma como un zindgeno, o forma inactiva. La ruptura del
zimbgeno se regula para liberar la forma activa de la mokcula precursora. Los
cofactores de las proteasas activadas, tales como las glicoproteinas FVIIl y FV,
también son activadas en la reacctn de cascada juegan un papel en la formacin
de cdgulo. Las funciones de la via como una serie de bucles de retroalimentacin
positiva y negativa la cual controla el procedimiento de activacin, donde el

objetivo final es producir trombina, lo cual puede luego convertir fibrirfigeno
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soluble en fibrina para formar un cdgulo. Los factores en la coagulactn son
tipicamente debido a un nimero romano, con una minscula “a” adjunta para
indicar una forma activada. La tabla 3 abajo establece una lista ejemplar de los
factores, incluyendo su nombre comn, y su papel en la cascada de coagulacin.
Generalmente, estas proteinas participan en la coagulactn de la sangre a traés
de una o nés de las vias intrinseca, extrinseca o comn de la coagulacin (ver
Figura 1). Como se discutié nés adelante, estas vias estn interconectadas, y la
coagulactn de la sangre se cree que ocurre a travs de un modelo a base de

@ula de activactn con el factor VII (FVII) siendo el iniciador primario de la

coagulacin.
Tabla 3
Factores de Coagulacion

Factor Nombre Com(n Via Caracteristica

I Fibrirdigeno Ambos -

1 Protrombina Ambos Contiene c_iomlnlo Gla

terminal N
11 Factor de Tejido Extrinseca -
\Y% Calcio Ambos -
Proacelerina, factor Hil, .
\% : Ambos Cofactor de proteina
globulina aceleradora
VI .
(Va) Acelerina - (Redundante al factor V)

Proconvertina,

cotromboplastina aceleradora Endopeptidasa con

Vi de conversin de protrombina Extinseca dominio Gla
de suero (SPCA)
Factor A antihemofilico, . .
VIII globulina antihemofiica (AHG) Intrinseca Cofactor de proteina
Factor de navidad, factor B
antihemofilico, componente de . Endopeptidasa con
IX , Intrinseca -
tromboplastina de plasma dominio Gla
(PTO)

X Factor de poder de Stuart Ambos Endopeptidasa con

dominio Gla
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Antecedente de
Xl tromboplastina de plasma Intinseca Endopeptidasa
(PTA)

XIl Factor de Hageman Intrinseca Endopeptidasa

Protransglutamidasa, factor
Xl estabilizante de fibrina (FSF), Ambos Transpeptidasa
fibrinoligasa

*Tabla adaptada de M.W. King (2006) en med.unibs.it/~marchesi/blood.html

La generacin de trombina se ha dividido histricamente en tres vas, la
intinseca (que sugiere que todos los componentes del la via sean intrinsecos al
plasma) y la extinsecas (que sugiere uno o més componentes del la via sean
extrinsecos al plasma) que proporcionan las vias alternativas para la generacin
del factor X activado (FXa), y la via comin final que resulta en la formacitn de
trombina (Figura 1). Estas \ias participan juntas en un procedimiento
interconectado e interdependiente para llevar a cabo la coagulacin Un modelo
basado en @ulas de coagulacitn fue desarrollado que describe estas vias (Figura
2) (Hoffman et al. (2001) Thromb Haemost 85:958-965). En este modelo, las
vias “extrinseca” e “intrinseca” son llevadas a cabo en las diferentes superficies
celulares, la @ula que tiene factor de tejido (TF) y la plaqueta, respectivamente.
El proceso de coagulactn se separa en fases caracteristicas, iniciacin,
amplificactn y propagacin, durante las cuales las vias extrinseca e intinseca
funcionan en diferentes etapas para producir la grande é&aga de trombina
requerida para convertir cantidades suficientes de fibrirdgeno en fibrina para la
formacin de cagulos.

a. Iniciacion

El FVII se considera para ser el factor de coagulacitn responsable para

iniciar la cascada de la coagulacin, en donde la iniciacitn es dependiente en su

92




interaccin con el TF. El TF es una glicoproteina de transmembrana expresada
por una variedad de @ulas tales como @ulas de misculo liso, fibroblastos,
monocitos, linfocitos, granulocitos, plaquetas y @dulas endoteliales. Las @ulas
mieloide y las @ulas endoteliales expresan solamente el TF cuando ellas son
estimuladas, por ejemplo por citosinas pro-inflamatorias. Las @dulas de misculo
liso y los fibroblastos, sin embargo, expresan el TF constitutivamente. Por
consiguiente, una vez que estas @ulas entran en contacto con el flujo sanguineo
seguido a la lesin del tejido, la cascada de la coagulactn es iniciada &pidamente
por la unindel TF con el factor VII o FVlla en el plasma.

Como se discute nés adelante, la mayoria de FVII en la sangre estien la
forma de zimbgeno con una pequéia cantidad, aproximadamente 1%, presente
como FVlla. En la ausencia de unin de TF, sin embargo, incluso FVlla tiene
caracteristicas similares a zimdgeno y no muestra actividad significativa que es
complejado con el TF. Ad, el plasma FVII requiere la activacin por ruptura
proteolitica, y cambio conformacional adicional a trawés de la interacctn con el
TF, para actividad completa. Un rango de proteasas, incluyendo los factores
IXa, Xa, Xlla, y la trombina, ha sido mostrado que es capaz de la ruptura de
FVII in vitro, un procedimiento que es acelerado en presencia de TF. El FVlla
solo tambén puede activar FVII en presencia de TF, un proceso denominado
autoactivation. Las pequédis cantidades de FVlla en la sangre son probables
debido a la activactn por FXa y/o FIXa (Wildgoose et al. (1992) Blood 80:25 -
28, y Butenas et al. (1996) Bioquimica 35:1904-1910). Los complejos de

TF/FVlla pueden asi ser formados por la unin directa de FVlla a TF, o por la
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untn de FVII a TF y luego la activacin subsiguiente de FVII a FVila por una
proteasa de plasma, tal como FXa, FIXa, FXlla, o FVlla por si solos. El
complejo de TF/FVIla permanece anclado a la @ula que tiene TF donde ésta
activa pequdias cantidades de FX en FXa en lo que se conoce como la “via
extrinseca” de la coagulacin.

El complejo de TF/FVIla tambén se rompe en pequdias cantidades de FIX
en FIXa. El FXa se asocia a su cofactor FVa para tambgén formar un complejo
en la @ula que tiene TF que puede luego convertir protrombina en trombina. La
pequdia cantidad de trombina producida es, sin embargo, inadecuada para
soportar la formacitn necesaria de fibrina para la coagulacin completa.
Adicionalmente, cualquier FXa y de FlXa activo es inhibido en la circulacin por
la antitrombina Il (AT-1ll) y otras serpinas, las cuales son discutidas mnés
detalladamente abajo. Esto evitaria normalmente la formacin de cégulos en la
circulactn. En presencia de lesin, sin embargo, el ddo vascular resulta en la
agregacin de plaguetas y la activacin en este sitio de la formacin de trombina,
permitiendo de este modo la amplificacin de la sé@al de coagulacin.

b. Amplificacién

La amplificactn ocurre cuando la trombina se une y activa las plaquetas.
Las plaguetas activadas liberan FV de sus ganulos alfa, lo cual es activado por
la trombina a FVa. La trombina tambén libera y activan FVIII a partir del
complejo de FVIII/VWEF en la membrana de la plaqueta, y rompe FXI en FXla.

Estas reacciones generan plaquetas activadas que tienen FVa, FVllla y FIXa
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en su superficie, las cuales establecen la etapa para una #éfaga grande de
generacin de trombina durante la etapa de la propagacin.
C. Propagacién

La propagacitn de la coagulactn ocurre en la superficie de una gran
cantidad de plaguetas en el sitio de la lestn Como se describd anteriormente,
las plaquetas activadas tienen FXla, FVllla y FVa en su superficie. Es aqui que
la via extrinseca es efectuada. El FXla activa FIX a FIXa, la cual puede ser luego
una con FVllla. Este procedimiento, adenss de las pequdis cantidades de FIXa
gue son generadas por la ruptura de FIX por el complejo de TF/FVlla en la dula
que tiene TF, genera una gran cantidad de complejos de FXla/FVllla que
alternadamente pueden activa cantidades significativas de FX a FXa. Las
mokculas de FXa se unen a FVa para generar los complejos de protrombinasa
que activan protrombina a trombina. La trombina actia en un bucle de
realimentactn positiva para activar an més plaquetas e inician otra vez los
procedimientos descritos para la fase de amplificacin.

Muy pronto, hay nimeros suficientes de plaquetas activadas con los
complejos apropiados para generar la &aga de trombina que es bastante
grande para generar cantidades suficientes de fibrina a partir de fibrirdgeno para
formar un cagulo hemosttico de fibrina. El fibririgeno es un dimero soluble en
plasma que, cuando se rompe por la trombina, libera fibrinogptido A y
fibrinopgptido B. El Fibrinogptido B es luego roto por la trombina, y los
moromeros de la fibrina formados por esta segunda ruptura proteoltica forma

esponéneamente un gel insoluble. La fibrina polimerizada es ligada por fuerzas
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no covalentes y electrostticas y es estabilizada por el factor transamidante Xllla
de enzima (FXIlla), producido por la ruptura de FXIII por la trombina. La
trombina tambén activa TAFI, la cual inhibe la fibrirdisis por medio de la reduccin
de la generacin de plasmina en la superficie del cagulo. Adicionalmente, la
trombina sola se incorpora en la estructura del cadgulo para estabilizactn
adicional. Estos agregados de fibrina insoluble (c@&gulos), junto con las
plaguetas agregadas (trombos), bloquean el vaso sanguineo ddado y previenen
el sangrado adicional.

3. Regulacion de la Coagulacién

Durante la coagulacin, la cascada es regulada por procedimientos
constitutivos y estimulados para inhibir la formacitn de cdgulos adicionales.
Existen distintas razones para tales mecanismos reguladores. Primero, la
regulacitn es requerida para limitar la isquemia de tejidos por la formacitn de
cagulos de fibrina. En segundo lugar, la regulactn previene expandir la
trombosis mediante la localizactn de la formacin de cagulos solamente al sitio
de la lestn del tejido.

La regulactn es conseguida por los cationes de distintas mokculas
inhibitorias. Por ejemplo, la antitrombina Il (AT-IIl) y el inhibidor de la via del
factor tisular (TFPI) trabajan constitutivamente para inhibir factores en la
cascada de coagulacin. La AT-Ill inhibe trombina, FIXa, y FXa, mientras que el
TFPI inhibe FXa y el complejo de FVIla/TF. Un factor adicional, la proteina C,
que es estimulada por medio de la activacin de plaquetas, regula la coagulacin

por ruptura proteoltica y la inactivacin de FVa y FVllla. La proteina S mejora la
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actividad de la proteina C. Adenss, otro factor que contribuye a la inhibicitn de la
coagulacin es la trombomodulina integral de la proteina de membrana, que es
producida por las @ulas endoteliales vascular y sirve como receptor para la
trombina. La untn de trombina a trombomodulina inhibe actividades
procoagulantes de la trombina y tambén contribuye a la activacin de la proteina
C.

La fibrirdisis, la descomposicitn del cagulo de fibrina, tambén proporciona
un mecanismo para regular la coagulacin. Los multimeros entrecruzados de
fibrina en un ca&gulo son quebrados a poligptidos solubles por plasmina, una
serina proteasa. La plasmina puede ser generada de su plasmirfgeno inactivo
del precursor y se recluta al sitio de un cdigulo de fibrina en dos modos: por la
interaccitn con el activador de plasmirégeno tisular (tPA) en la superficie de un
cagulo de fibrina, y por la interacctn con el activador de plasmirdgeno de
uroquinasa (uPA) en una superficie celular. El primer mecanismo parece ser el
principal responsable para la disoluctn de cagulos dentro de los vasos
sanguineos. El segundo, aunque es capaz de mediar la disolucin del cagulo,
puede jugar un papel principal en la remodelacitn del tejido, la migracin de dula,
y la inflamacin.

La disolucin del cagulo tambén se regula en dos modos. Primero, la
activactn de plasmina eficiente y la fibrirdisis ocurren solamente en los
complejos formados en la superficie del cdgulo o en una membrana celular,
mientras que las proteinas libres en la sangre son catalizadores ineficaces y son

inactivados épidamente. Segundo, los activadores de plasmirdgeno y plasmina
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son inactivados por las mokculas tales como inhibidor activador tipo 1 de
plasmirdgeno (PAI-1) y PAI-2 que actian en los activadores de plasmirdgeno, y
o2-antiplasmina y a2-macroglobulina que inactivan la plasmina. Bajo
circunstancias normales, balance oportuno entre la coagulactn y la fibrirdisis
resulta en la formacin eficiente y la limpieza de los cagulos que siguen a la lesin
vascular, mientras que evitan simultineamente episodios indeseados tromhiticos
o de sangrado.

Un resumen de factores de coagulactn ejemplares, cofactores y proteinas
reguladoras, y sus actividades, se establecen en la Tabla 4 a continuacin.

Tabla 4

Zimégenos y Cofactores de Factor de Coagulacion

Nombre del Factor | Actividad

Zimobgenos de Serina Proteasas

Factor XII Une el cobgeno expuesto en el sitio de
la lestn de pared de vaso, activado
por alto MW quinirdgeno y calicreina

Factor XI Activado por el factor Xlla

Factor IX Activado por el factor Xia + Ca**

Factor VII Activado por trombina, factor X, factor
IXa o factor Xlla + Ca®, o
autoactivacin

Factor X Activado en la superficie de la

plagueta por complejo de tenasa
(FIXa/FVllla); tambén activado por el
factor Vlla + factor de tejido + Ca®", o
factor Vlla + Ca®*

Factor Il Activado en la superficie de la
plagueta por el complejo de
protrombinasa (FXa/FVa)

Cofactores

Factor VIII Activado por trombina; el factor Vllla

actia como cofactor para el factor IXa
en la activacin del factor X

Factor V Activado por trombina; el factor Va
actia como cofactor para el factor Xa

98




en la activactn de protrombina

Factor Il (Factor de tejido) Actia como cofactor para el factor Vlla

Fibrinbgeno

Factor | (Fibrirdgeno) Ruptura por trombina para formar
fibrina

Transglutaminasa

Factor XIlI Activado por trombina + ca’*;
promueve la vinculactn cruzada
covalente de fibrina

Reguladoras y otras proteinas

Factor von Willebrand (VWF) Actia como puente entre el complejo
GPIlb-V-IX y cobgeno
Proteina C Activado por trombina unida a

trombomodulina; el Ca degrada los
factores Vlllay Va

Proteina S Actia como cofactor de proteina C

Trombomodulina Proteiha de superficie de dula
endotelial; une trombina, la cual activa
la proteina C

Antitrombina Ill Inhibidor de coagulacin,

principalmente de trombina y factor
Xa, pero tambén los factores IXa, Xia,
y Xlla, y el factor Vlla en complejo con

TF
Inhibidor de Via de Factor de Tejido | Une FXa y luego forma una estructura
(TFPI) cuaternaria con TF/FVlla para inhibir

la actividad de TF/FVIilla

*Tabla adaptada de M.W. King (2006) en med.unibs.it/~marchesi/blood.html

C. Factor VII (FVII)

El factor VII (FVII) es una glicoproteina de serina proteasa dependiente
de vitamina K que se sintetiza en animales, incluyendo mamiferos, como
zimbgeno de cadena simple en el higado y se secreta en la corriente sanguinea.
Como se describbanteriormente, FVII es la proteasa de coagulactn responsable
para iniciar la cascada de eventos proteoliticos que conducen a la generacin de
trombina y a la deposicin de fibrina. Esto es parte de la via extiinseca, aunque

los efectos descendentes de su actividad tambén impactan grandemente en la
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via intrinseca. Este papel integral en la formacitn de cdgulos ha atraido inteés
significativo en FVII como un objetivo para terapias clinicas anticoagulante y
hemostticas. Por ejemplo, FVII activado recombinante (rFVlla) se ha
desarrollado como un agente hemosttico para el uso en sujetos hemofiicos, y
sujetos con otras condiciones de de sangrado. A& se suministran poligptidos
FVII modificados que son disdiados tener actividad de coagulactn aumentada
con la activactn, y que pueden servir como terapauticos mejorados para tratar
las enfermedades y condiciones susceptibles a la terapia del factor VII.

1. Estructura y organizacion del FVII

El gen FVII (F7) humano estlocalizado en el cromosoma 13 en 13q34 y
es 12.8kb de largo con 9 exones. El gen FVII comparte similitud organizacional
significativa con los genes que codifican otras proteinas dependientes de
vitamina K, tales como protrombina, factor IX, factor X y proteina C. EIl mARN
para FVII somete un empalme alternativo para producir dos transcritos: variante
1 (Acceso de Genbank No. NM_000131, establecido en la SEQ ID NO: 108) y
variante 2 (Acceso de Genbank No. NM_019676, establecido en la SEQ ID NO:
109). La variante de transcrito 2, la cual es la forma nés abundante en el higado,
no incluye exdn 1b y por lo tanto codifica un poligptido precursor més corto de 444
aminagcidos (isoforma FVII precursor b; SEQ ID NO:2), en comparacin con el
poliggptido precursor de 466 amindcidos codificado por la variante de transcrito
1 (isoforma FVII precurso a; SEQ ID NO:1). Los amingcidos que no estn
presentes en el poligptido de isoforma FVII precursor b corresponden a las

posiciones de aminatido 22 a 43 de la isoforma FVII precursor a. Estos
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aminaxcidos son parte de la secuencia de propptido, que resulta en una
isoforma FVII de propgptido b truncada. Los poliggptidos precursores son hechos
de los siguientes segmentos y dominios: un gptido de seil hidrotbica (aa 1-20
de la SEQ ID NO:1 vy 2), un propptido (aa 21-60 de la SEQ ID NO:1, y aa 21-38
de la SEQ ID NO:2), un dominio Gla (aa 39-83 de la SEQ ID NO:1, y aa 61-105
de la SEQ ID NO:2), un dominio de factor de crecimiento epiddmico tipo B
(Similar a EGF 1, aa84-120 de la SEQ ID NO: 1, y aa 106-142 de la SEQ ID
NO: 2), un dominio de factor de crecimiento epidmico tipo A (Similar a EGF 2,
aa 125-166 de la SEQ ID NO: 1, y aa 147-188 de la SEQ ID NO: 2), y un
dominio de serina proteasa (aa 191-430 de la SEQ ID NO: 1, y aa 213-452 de
la SEQ ID NO: 2).

La forma madura del amindcido 406 del poliggptido FVII (SEQ ID NO: 3)
carece de las secuencias del pyptido sé@al y del propiptido, y es idntico en
longitud y secuencia sin importar del precursor de la isoforma del cual se origiro.
En la forma madura del poliggptido de FVII las posiciones de aminacido
correspondientes para los dominios anteriormente mencionados son las
siguientes: dominio Gla (aa 1-45 de la SEQ ID NO: 3), EGF-similar 1 (aa 46-82
de la SEQ ID NO: 3), EGF-similar 2 (aa 87-128 de la SEQ ID NO: 3), y dominio
de serina proteasa (aa 153-392 de la SEQ ID NO: 3).

El dominio Gla de FVII es una membrana que une un motivo el cual, en
presencia de iones de calcio, interacta con las membranas del fosfolipido que
incluyen la fosfatidilserina. EI dominio Gla tambén juega un papel en la unin al

cofactor de FVlla, factor tisular (TF). Complejado con el TF, el dominio Gla de
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FVila es cargado con siete iones de Ca*" los iones, proyecta tres cadenas
laterales hidrofhicas en la direccitn de la membrana celular para la interaccin
con los fosfolipidos en la superficie celular, y tienen contacto significativo con el
dominio de la C-terminal del TF. El dominio Gla se conserva entre las proteinas
dependientes de vitamina K, tales como protrombina, los factores de
coagulactn VII, IX y X, las proteihas C, S, y Z. Estas proteinas requieren la
vitamina K para la dntesis postranslacional de &cido y-carboxigluémico, un
amincgcido agrupado en el dominio Gla de N-terminal de estas proteinas. Todos
los residuos glutimicos presentes en el dominio son potenciales sitios de
carboxilactn y varios de ellos son por lo tanto modificados por medio de
carboxilacin.

Aden®s del dominio Gla, la proteina madura de FVII tambén contiene dos
dominios similares de EGF. El primer dominio EGF-similar (EGF-similar 1 o
EGF1) es un dominio de EGF de unin de calcio, en el cual seis cisteinas de
nicleo conservadas forman tres de puentes de disulfuro. EI dominio de EGF1 de
FVII une (nicamente un ion de Ca®" el ion, pero con una afinidad
perceptiblemente més alta que la observada con el dominio Gla (Banner et al.
(1996) Naturaleza 380:41-46). Esta unin de ion de Ca®" promueve la fuerte
interaccin entre el dominio de EGF1 de FVII y TF (Osterbund et al. (2000) Eur J
Biochem 267:6204-6211). El segundo dominio EGF-similar (EGF-similar 2 o
EGF2) no es un dominio de unin de calcio, sino tambén formas 3 puentes de

disulfuro. Similar a los otros dominios en FVII, el dominio EGF2 interactia con el
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TF. Tambén es disulfuro unido junto con el dominio de proteasa, con el cual
comparte una interfaz del contacto grande.

Finalmente, el dominio de serina proteasa de FVII es el dominio
responsable por la actividad proteolitica de FVlla. La secuencia de amingcidos
de FVII en su dominio catalitico muestra identidad de alta secuencia y similitud
de estructura terciaria con otras serinas proteasa tales como tripsina y
guimotripsina (Jin et al. (2001) J Mol Biol, 307: 1503-1517). Por ejemplo, estas
serinas proteasa comprante una triada cataltica comin H57, D102, S195,
basado en la enumeracin de quimotripsina. Diferente a otras serinas proteasa,
sin embargo, la ruptura de FVlla no es suficiente para completar la conversin
del zimbgeno a una enzima completamente activa. Por el contrario, como se
discutianés adelante, FVlla es activada alost&ricamente en su funcin catalitica por
medio de la unin de al receptor TF de la superficie celular, lo cual induce un
cambio conformacional en el dominio de la proteasa de FVlla camb#éndola de un
estado inactivo zinmdgeno-similar a una enzima cataliticamente activa. Una regin
del ciclo de Hice entre el sitio de unin del cofactor y el sitio activo (es decir, las
posiciones de los residuos de amingxidos 305-321, correspondientes a los
residuos 163-170 basado en la enumeracin de quimotripsina) de FVlla son
importantes para el alosterismo y la zimogenicidad de FVlla (Persson et al.
(2004) Biochem J., 379: 497-503). Esta regtn esh compuesta de una Héice a
corta (posiciones 307 a 312 de los residuos de amindcidos) seguida por un
bucle. La porcin N-terminal de la hdice forma parte de la interfaz entre el

dominio de proteasa y el TF, y contiene un nimero de residuos que son
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importantes para la funcin proteoitica y la untngptima a TF. Una comparacin de
la estructura cristalina de FVlla solo y de FVlla complejo con TF indica que la
hdice a experimenta cambio conformacional significativo cuando FVlla une TF.
La Hice a de FVlla sola aparece distorsionada, acortada y orientada
diferentemente. Esto afecta las estructuras de bucle adyacentes, movéndolas
lejos del sitio activo. En contraste, la Féice a de FVlla cuando es complejada
con el TF se estabiliza, y los bucles circundantes son ubicados més cerca al sitio
activo. Esta estabilizactn es efectuada a través de mecanismos que implican por
lo menos la metionina en la posicin del amingido 306 (residuos de amingcidos
Met'®* por enumeracih de la quimotripsina) de FVII (Pike et al. (1999) PNAS
8925-8930).

2. Modificaciones Post-Traslacionales

El poliggptido precursor de FVII (cualquier isoforma del gen del factor VII)
es dirigido a la via secretoria celular por el gtido sl hidrofbico, el cual inserta
en el reticulo endopsmico (ER) para iniciar la translocacitn a travs de la
membrana. Mientras la proteina se desplaza a tra¥s ER de la membrana, el
pptido seéial del aminageido 20 es roto por una peptidasa de sdial dentro del
lumen del ER, desplés de lo cual el poliggptido experimenta otras modificaciones
post-traslacionales, incluyendo glicosilactn N y O, carboxilacitn dependiente de
vitamina K de &idos gluimicos N-terminal a é&cidos y-carboxigluémicos, e
hidroxilacitn deécido asptico a&cido - hidroxiasgatico.

El progptido proporciona un sitio de unn para un carboxilato dependiente

de vitamina K el cual reconoce una héice a de residuo 10 amfigitica en el
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poliggtido FVII. Despiés de la uniin, los residuos de &ido gluéimico 10 de
carboxilasa y-carboxilato dentro del dominio Gla del poligptido FVII, produce
residuos y-carboxiglutimicos en las posiciones E66, E67, E74, E76, E80, ES85,
E86, E89 y E95 con creacin a la secuencia de amindido del precursor de FVII
establecida en la SEQ ID NO:3. Para la actividad ¢gptima, la mokula de FVII
requiere calcio, el cual une el poliggptido y facilita los cambios conformacionales
necesitados para la unin de FVila con TF vy lipidos. EI dominio de Gla y-
carboxilatado une siete iones de Ca?* con afinidad variable, lo cual reduce el
cambio conformacional que habilita al dominio Gla interactuar con el dominio C-
terminal de TF, y tambén fosfatidilserinas u otros fosfolipidos cargados
negativamente en la membrana de la plaqueta.

La glicosilacin N-vinculada es llevada a cabo por la transferencia de
GlcgMang (GIcNAC) o dos residuos de asparagina en el poligptido FVII, en las
posiciones que corresponden a los residuos de amingcido 45 y 262 de la
proteina madura (SEQ ID NO:3). La glicosilactin O-vinculada ocurre en los
residuos de aminacido 52 y 60 del poliggptido maduro, y la hidroxilacitn a unacido
B-hidroxiasgatico ocurre en el residuo de &cido as@tico en la posicin 63. Estos
residuos de serina O-glicosilatada y el residuo deé&cido asptico B-hidroxilatado
estn en el dominio EGF-1 de FVII. Estas modificaciones son llevadas a cabo en
el ER y el complejo de Golgi antes del procesamiento final del poliggptido en su
forma madura.

3. Procesamiento de FVII
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El poliggptido pro-FVII modificado es transportado a traés del lumen de
Golgi al compartimiento trans-Golgi donde el propptido es roto por una
propeptidasa justo antes de la secrecitn de la proteiha a partir de la @ula.
PACE/furin (en donde PACE es un actnimo para Enzima de Ruptura de
Amindxido Bisico Emparejado) en una endopeptidasa localizada a la membrana
de Golgi que rompe varias proteinas en el lado carboxiterminal del motivo de
secuencia Arg-[cualquier residuo]-(Lys o Arg)-Arg. Esta peptidasa rompe las
glicoproteinas dependientes de vitamina K tales como el pro-factor IX y
polipggptidos pro-vWF (Himmelspach et al. (2000) Thromb Research 97; 51-67),
liberando el progptido de la proteina madura. La inclustn de un sitios de
reconocimiento PACE/furin apropiado en precursores recombinantes de Factor
VIl facilita el correcto procesamiento y secrecitn del poliggptido recombinante
(Margaritas et al. (2004) Clin Invest 113(7): 1025-1031). PACE/furin, u otra
enzima propeptidasa similar subtilizante, responsable por el procesamiento
proteolitico de pro-FVII a FVII. Esta puede reconocer y unir al motivo de
consenso —Arg-Arg-Arg-Arg- en las posiciones de amingcido 35-38 de las
secuencias establecidas en la SEQ ID NO:1, y 57-60 de la secuencia
establecida en la SEQ ID NO:2, con la ruptura de propptido y la liberactn de la
proteina madura para la secrecin.

4. Activacion de FVII

La gran mayoria de FVII en la sangre se encuentra en la forma de un
zimogén inactivado de cadena simple, aunque una pequéia cantidad estipresente

en una forma activada de cadena doble. La activactn de FVII ocurre con la
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ruptura proteoltica del enlace Arg™®%lle*>

(posiciones con relacin al poliggptido
FVII maduro, establecido en la SEQ ID NO:3), dando salida a un poligptido de
cadena doble que contiene una cadena ligera de amindcido 153
(aproximadamente 20 kDa) vinculada por un puente de disulfuro a una cadena
pesada de aminacido 254 (aproximadamente 30 kDa). La cadena ligera de
FVila contiene el dominio Gla y dominios EGF-similares, mientras que la
cadena pesada contiene la porcin cataltica o de serina proteasa de la mokcula.
La conversin del FVII de cadena simple en FVlla de cadena doble es mediado
mediante la ruptura por FIXa, FXa, FXlla, trombina, o en una forma
autocatalitica por el FVlla endigeno (Butenas et al. (1996) Biochem 35:1904-
1910; Nakagaki et al. (1991) Biochem 30:10819-10824). La cantidad de rastreo
de FVlla que ocurre en circulactn probablemente se presenta de la acctn de
FXay FlXa.

Como se discutbanteriormente, la ruptura de FVII de su forma de zimogn
a FVlla no suficiente para la actividad completa. El FVIla requiere asociacitn con
TF para la actividad completa (Higashi et al. (1996) J Biol Chem 271:26569-
26574). Debido a este requerimiento, el FVlla solo ha sido ascrito con
caracterisicas similares a zimogn, visualizando el plegamiento y forma del
zimogn, y exhibiendo relativamente baja actividad. Esta caracteristica similar a
zimogn del FVlla en la ausencia de su asociacin con TF la hace relativamente
resistente a la antitrombina Ill (AT-1l) y otras serpinas, las cuales generalmente
actian principalmente sobre las formas activas de serina proteasa en lugar de la

forma de zimogn. Adicionalmente, el TFPI, el inhibidor principal de la actividad
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de TF/FVlla, tampoco se une de forma suficiente a la forma no completa
“inactiva” de FVlla.

Con el complejo con TF, el FVila se somete a un cambio conformacional
que permite la actividad completa de la mokcula. Todos los dominios de FVII
estn involucrados en la interacctn con TF, pero los cambios conformacionales
gue ocurren son localizados al dominio de proteasa de FVlla. Por ejemplo, los
cambios conformacionales que ocurren con la interaccin alos&ica de FVilay TF
incluyen la creacitn de un sustrato extendido macromolecular que une exosita.
Este sitio de untn extendido mejora considerablemente la activacin proteoltica
mediada por FVII del factor X.

La actividad de FVlla es aden®s incrementada (es decir, un doblez mil)
cuando la interaccin de FVlla es con TF expresado en la superficie celular. Esto
se debe a que las membranas de fosfolpidos que contienen fosfolipidos
cargados negativamente, tales como fosfatidilserina, son un sitio de interaccin
de otros factores de coagulactn dependientes de vitamina K tales como FIX y
FX, los cuales se unen por medio de sus dominios Gla. Por lo tanto, la
concentracin local de estas proteinas dependientes de vitamina K es alta en la
superficie de la dula promoviendo su interaccin con el complejo de TF/FVlla.

5. Funcién del FVII

Aunque el FVlla exhibe actividad aumentada seguida a la activacin
alostrica por TF, existe evidencia que los mecanismos existen en los cuales el
FVlla solo puede iniciar la coagulacin. Ad, el FVII puede funcionar en una

manera dependiente de TF y una manera independiente de TF. Estaltima via
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puede jugar un papel més pequdi en la hemostasia normal, aunque podra ser
significativo cuando es considerado en el contexto de los desxdenes de
sangrado, y los tratamientos de los mismos.
a. Actividad de FVlla dependiente del factor de te  jido

El FVII circulante une la TF de superficie de @ula y es activado por FIXa,
FXa, trombina, o en una forma auton#ica por medio de FVlla enddigeno como se
describd anteriormente. Alternativamente, la muy pequdia cantidad de FVila
circulante puede unir directamente TF. El complejo TF/FVlla luego une una
pequédia fraccin de la FX de plasma y el dominio cataltico de FVlla rompe FX
para producir FXa. La trombina es asi formada por medio de la via extrinseca en
la superficie de la @&ula que contiene TF, cuando el FXa se compleja con FVa 'y
activa protrombina a trombina (Figura 3). El FIX tambén es activado por el
complejo TF/FVlla, suministrando un vinculo a la via intiinseca que opera en la
superficie de la plaqueta activada. Los sistemas de realimentacin positiva en la
casada de coagulacin descrita anteriormente suministran los medios por los
cuales se producen grandes cantidades de trombina, las cuales rompen
fibronogen en fibrina para formar un cagulo.

b. Actividad de FVlla independiente del factor de  tejido

Adicional al mecanismo dependiente de TF para la activacitn de FX a
FXa, existe evidencia que el FVIla tambén puede activar FX en la ausencia de
TF. Las plaquetas activadas desplazan fosfatidilserinas y otros fosfolipidos
negativamente cargados a la superficie exterior orientada al plasma (Hemker et

al. (1983) Blood Cells 9:303-317). Estos proporcionan “receptores” alternos a
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travds de los cuales el FVlla se puede unir, aunque con una afinidad
relativamente baja que es 1000 dobleces menos que la afinidad de unin de
FVlla a TF (Monroe et al. (1997) Br J Haematol 99:542-7). Esta interaccin es
mediada a través de los residuos en el dominio Gla (Harvey et al. (2003)
278:8363-8369). El FVlla luego puede convertir FX a FXa y FIX a FIXa en la
superficie activada de plaquea (Hoffman et al. (1998) Blood Coagul Fibrinolysis
9:S61-S65). El FXa permanece asociado con la superficie de plaqueta, donde
se puede unir con FVa y generar suficiente trombina a partir de protrombina,
mientras que el FIXa recientemente formado se ensambla con FVila para
catalizar la activacitn de nés FX a FXa (Figura 3). La hemostasia en la ausencia
de TF puede luego ser lograda por la realimentacin positiva y los mecanismos
de propagacin descritos anteriormente. Se nota, sin embargo, que mientras que
la FVIla puede contribuir al proceso de coagulactn en la plaqueta activada, su
presencia no es requerida para la generacin de trombina en el mecanismo
independiente de TF (Figura 3). Ad, en la ausencia de FVIII, tal como en
pacientes con hemofilia, existe evidencia que el FVlla puede iniciar yl/o
amplificar la generacin de trombina a través de su mecanismo secundario, y
llevar a cabo la formacin de cagulo.

6. FVII como un biofarmaceéutico

El FVII funciona para iniciar la coagulactin sanguinea. ElI FVlla
recombinante (NovoSever® rFVlla) es aprobado para el tratamiento de
episodios de sangrado o prevencin de sangrado en procedimientos quitrgicos o

invasivos en pacientes que tienen hemofilia A o B con inhibidores al Factor VI

11C



o Factor IX, y en pacientes con deficiencia congnita del Factor VII. El
NovoSever® es una preparacin geréicamente disdiada y modificada del factor
Vlla que es producido en el sistema de expresin de mamiferos usando @ulas de
riin de Fmster bekdé (BHK). El agente es casi idntico al factor Vlla derivado de
plasma en su estructura y funcn (Ratko et al. (2004), P & T, 29: 712-720).

La administractn de FVlla recombinante (rFVlla) ha sido mostrado para
promover el cdgulo sanguineo en pacientes que sufren de hemofilia, y el
tratamiento con dosis de FVlla ha sido encontrado para ser seguro y bien
tolerado en sujetos humanos. Tipicamente, el uso de rFVila ha sido en
pacientes que han desarrollado inhibidores (es decir, aloanticuerpos) al Factor
VIII o Factor IX. El uso de rFVlla como un coagulante ha sido extendido al
tratamiento de otros desxdenes de sangrado, por ejemplo trombastenia de
Glanzmann; otros eventos asociados con el sangrado extensivo, tales como un
resultado de trauma o cirugia concluyen, pero no se limitan a, transplante de
higado, cirugia de pistata y trauma de hemorragia; coagulopatias neonatales,
enfermedad hepdtica severa; transplante de n¥dula Gsea, trombocitopenias y
desxdenes de funcin de las plaquetas; inversin urgente de anticoagulacin oral;
deficiencias congnitas de factores V, VII, X, y Xl; y enfermedad de von
Willebrand con inhibidores al factor de von Willebrand.

Una alta dosis de rFVIl es requerida para lograr un efecto terapautico. La
dosis y el égimen de dosis requerido para la administractn de rFVIlI varan
dependiendo de la indicacin clnica. Por ejemplo, la dosis tipica de rFVIl para

episodios hemorégicos en pacientes con hemofilia A o hemofilia B que tienen
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anticuerpos es 90 pg/kg administrado por inyeccin intravenosa (IV). Dado que
el rFVII tiene una vida media de 2 horas, la repeticin de la dosis es requerida.
La dosis adicional puede ser dada cada dos horas hasta que la hemostasia sea
lograda. El rango de dosis puede ser alterado dependiendo de la severidad de
la condicin. Por ejemplo, el rango de dosis de 35 — 120 ug/kg ha sido eficaz.
Tambén, la dosis y el igimen de dosis pueden variar con otras indicaciones. Por
ejemplo, los pacientes con hemofilia A o hemofilia B sometidos a cirugia pueden
ser administrados con una dosis inicial de 90 pg/kg inmediatamente antes de la
cirugia, con dosis repetida dada cada dos horas durante y seguido a la cirugia.
Dependiendo de la severidad de la cirugia y el episodio de sangrado, la infusin
de IV de bolo puede continuar cada dos a seis horas hasta que se logre la
curacin. En pacientes con deficiencia de FVII congnita, el rFVIl es tipicamente
administrado para prevenir el sangrado en la cirugia u otros procedimientos
invasivos a 15 — 30 pg/kg cada 4 a 6 horas hasta que se logre la hemostasia.

El mecanismo de accin del rFVlla para iniciar la hemostasia explica el
requerimiento de altas dosis. Los pacientes con hemofilia tienen una fase de
iniciactn normal de coagulacin, donde el complejo TF/FVlla activa FX a FXa y
lleva a la produccin de trombina en el sitio de la d@ula que tiene TF. Después de
esto, sin embargo, el proceso de coagulacin se rompe a medida que los
pacientes con hemofilia carecen de FVIII (hemofilia A) o FIX (hemofilia B), y por
lo tanto no son capaces de formar los complejos de FVIlla/FIXa en la superficie
de la plaqueta activada, lo cual normalmente sirve para activar grandes

cantidades de FX a FXa en las fases de amplificactn y propagacin descritas

11z



previamente. Debido a la presencia de inhibidores, tales como TFPI y AT-IlI, el
FXa que es producido en la @ula que tiene TF seguido a la ruptura por
TF/FVlla no es capaz de difundirse &cilmente entre las superficies celulares.
Como resultado, la generactn de trombina a alta escala en la superficie de la
plagueta activada no ocurre, y se forma un cagulo.

Existe evidencia que el efecto hemosttico de dosis altas de rFVlla puede
ser logradas usando la generactn dependiente de TF y/o independiente de TF
de FXa por rFVlla en las plaquetas activadas (Figura 3). La generacin de
trombina dependiente de TF puede ser maximizada muy épidamente con la
saturactn de mokculas de TF con FVlla endigeno y rFVIla. En algunos casos, la
alta dosis de rFVIla puede unir las plaquetas activadas y convertir FX a FXa. El
FXa asociado a la superficie activa FVa para generar suficiente trombina para
hemostasia. Dado que el rFVIlI se une a la superficie de plaqueta con baja
afinidad, se puede requerir una dosis nés alta de rFVIlI para generacin de
trombina. La activacin de FXa en las plaquetas activadas asegura que la
hemostasia mediada por rFVlla se localiza al sitio de la lesin.

Un medio para lograr la dosis reducida de rFVII puede mejorar su
utilidad y eficiencia como un medicamento. A& se suministrar los poligptidos
FVII modificados. Entre estos se encuentran lo poliggptidos FVII modificados
gue exhiben resistencia aumentada al TFPI, resistencia aumentada a la AT-III,
propiedades farmacociréticas mejoradas, tales como vida media incrementada,
actividad catalitica aumentada en la presencia y/o ausencia de TF, y/o unin

aumentada a plaquetas activadas. Estos poliggptidos FVII pueden exhibir
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actividad coagulante incrementada. Los poliggptidos FVII a@ suministrados
pueden ser utilizados en los tratamientos para iniciar hemostasia en un
mecanismo dependiente de TF y/o independiente de TF de modo tal que se
produce FXa y se genera trombina.
D. Polipéptidos FVII modificados

A& se proporcionan poliggptidos FVII modificados. Los poliggptidos FVII
exhiben alteraciones en una o més actividades o propiedades en comparacin
con un poligptido FVII no modificado. Las actividades o propiedades que
pueden ser alteradas como resultado de la modificactn incluyen, pero no se
limitan a, coagulacin o actividad coagulante; actividad procoagulante; actividad
proteolitica o catalitica tales como para afectar la activacitn de factor X (FX) o
activactn de Factor 1X (FIX); antigenicidad (habilidad para unir o competir con
un poliggtido para unir a un anticuerpo anti-FVII); habilidad parar unir factor de
tejido, factor X o factor 1X; habilidad para unirse a la superficie celular de las
plaguetas activadas; habilidad para unirse a fosfolipidos; vida media; estructura
tridimensional; pl; y/o conformactn. Tipicamente, los poliggtidos FVII
modificados exhiben actividad procoagulante. A& se proporcionan poligptidos
FVII modificados que exhiben actividad coagulante aumentada con la activactn
de su forma de zimogh de cadena simple. Dichos poligptidos FVII modificados
pueden ser utilizados en el tratamiento de desxdenes o eventos de sangrado,
tales como hemofilias o lesiones, donde los poliggptidos FVII pueden funcionar
para promover la coagulacitn de sangre. Incluidos dentro de dichos polipgptidos

FVII modificados esén aquellos que tienen resistencia aumentada a inhibidores
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tales como el inhibidor de Via de factor de tejido (TFPI) y antitrombina Il (AT-IlI),
aquellos que tienen actividad cataltica aumentada en la presencia y/o ausencia
de TF, aquellos que tienen propiedades farmacociréicas mejoradas, tales como
vida media aumentada y aquellos que tienen unin y/o afinidad aumentada para
la superficie de plaqueta. En particula, dichos poliggptidos FVII modificados
pueden ser utilizados en enfermedades o condiciones para suministrar la
actividad coagulante mientras que al mismo tiempo pasan por alto los
requerimientos para FVilla y FIXa. En un ejemplo, los poligptidos FVII
modificados suministrados a@ pueden ser utilizados en pacientes hemofilicos
que tienen anticuerpos a FVllla y FIXa. Agi, los poliggptidos FVII modificados a@&
suministrados ofrecen ventajas que incluyen una disminucin en la cantidad de
FVII administrado que es requerido para mantener una concentracin suficiente
de FVII activo en el suero para la hemostasia. Esto puede llevar a, por ejemplo,
dosis n&s bajas y/o frecuencia de dosis necesaria para lograr efectos biobtgicos
comparables, inicio & gpido de beneficio terapiutico, mejoria nés épida de los
episodios de sangrado agudo, comodidad mayor y aceptactn por sujetos, y
atenuacin de efectos secundarios no bergficos.

Las modificaciones en un poliggptido FVII puede ser hecha a cualquier
forma de un poliggptido FVII, incluyendo variaciones aHicas y de especies,
variantes de empalme, variantes conocidas en el arte, o mokculas hibridas o
quingicas de FVII. Por ejemplo, las modificaciones a@ suministradas pueden
ser hechas en un poligptido FVII precursor establecido en las SEQ ID NOS:1 o

2, un poligptido FVII maduro establecido en la SEQ ID NO:3, cualquier especie,
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variantes aBlicas o de especies y fragmentos activos de las mismas, que tiene
40%, 50%, 60%, 70%, 80% 90%, 91%, 92% 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%,
0 99% de identidad de secuencia a cualquiera de los poliggptidos establecidos
en las SEQ ID NO: 1-3. Las variantes abicas de FVII incluyen, pero no se
limitan a, cualquiera de aquellos poligptidos precursores que tienen una
secuencia de aminagcidos establecido en cualquiera de las SEQ ID NOS: 18-74.
Las variantes de especies ejemplares para la modificactn de a@incluyen, pero
no se limitan a, poligptidos de humanos y no humano incluyendo poligptidos
FVII a partir de poligpbtidos FVII de vaca, ratn, chimpan@ pigmeo, chimpanc,
conejo, rata, macaco, cerdo, perro, pez cebra, pez globo, pollo, orangutn y
gorila, cuyas secuencias se establecen en las SEQ ID NOS: 4-17
respectivamente. Las modificaciones en un poligptido FVII puede ser hecho a
un poligptido FVII que también contiene otras modificaciones, tales como
aquellas descritas en el arte, incluyendo modificaciones de la secuencia
primaria y modificaciones no en la secuencia primaria del poligptido.

La modificactn de poligptidos FVII tambén incluyen la modificacin de
polipgptidos que son hbridos de polipgdptidos FVII diferentes y tambin poligiptidos
FVII singticos preparados de forma recombinante o sintetizado o construido por
otros méodos conocidos en el arte con base en la secuencia de poliggptidos
conocidos. Por ejemplo, con base en la alineactn de FVII con otros miembros
de la familia del factor de coagulacin, tales como factor IX (FIX) o factor X (FX),
los dominios homdflogos entre los miembros de familia son #cilmente

identificados. Las variantes quim&icas de poligptidos FVII pueden ser
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construidas donde uno o nés amindcidos o dominios enteros son reemplazados
en la secuencia de amindcido FVII usando la secuencia de amindkido del
miembro de familia correspondiente. Adicionalmente, los poligptidos FVII
quin&icos incluyen aquellos donde uno o més amindcidos o dominios enteros
son reemplazados en la secuencia de amingcido FVII de humano usando la
secuencia de amingcido de una especie diferente (ver por ejemplo, Williamson
et al. (2005) J Thromb Haemost 3:1250-6). Dichas proteinas quin&icas pueden
ser utilizadas como el poliggptido FVII inicial no modificado de a@&

Las modificaciones a@suministradas de un poliggptido de referencia no
modificado inicial incluye reemplazos de amindcido o sustitucin, adiciones o
supresiones de amindgxidos, o cualquier combinacin de los mismos. Por
ejemplo, los poligptidos FVII modificados incluyen aquellos con 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 50 o n#& posiciones
modificadas. Tambin se suministran a@ poligptidos FVII modificados con dos o
nmés modificaciones en comparacin un poliggtido FVII inicial de referencia. Los
polipptidos FVII modificados incluyen aquellos con 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40, 50 o més posiciones modificadas.
Cualquier modificacitn aé suministrada puede ser combinada con cualquier otra
modificactn conocida por los expertos en la materia siempre y cuando el
poligiptido  FVII modificado resultando exhiba actividad de coagulacin
aumentada cuando se encuentre en su forma de cadena doble o activada.
Tipicamente, los poligptidos FVII modificados exhiben actividad coagulante

incrementada. Las actividades o propiedades que pueden ser alteradas como
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resultado de una modificactn incluyen, pero no se limitan a, coagulacin o
actividad coagulante; actividad procoagulante; actividad proteolitica o cataltica
tal como para afectar la activacin del factor X (FX) o la activacin del Factor IX
(FIX); antigenicidad (habilidad para unirse a o competir con un poligptido para
la untn a un anticuerpo anti-FVII); habilidad para unir factor de tejido, factor
inhibidor de factor de tejido (TFPI), antitrombina Ill, factor X o factor IX;
habilidad a la superficie de plaquetas activadas; habilidad para unirse a
fosfolipidos; vida media de suero; estructura tridimensional; pl; y/o conformacin.
Incluidos dentro de los poliggptidos FVII modificados a@ suministrados se
encuentran aquellos que tienen resistencia aumentada al inhibidor de via de
factor de tejido (TFPI), resistencia aumentada a antitrombina Il (AT-III),
actividad cataltica incrementada en la presencia y/o ausencia de TF,
propiedades farmacociréticas mejoradas, tales como vida media de suero
aumentada, actividad intinseca aumentada y/o afinidad aumentada y/o unin
para plaguetas activadas.

En algunos ejemplos, una modificactn puede afectar dos o n#s
propiedades o actividad de un poligptido FVII. Por ejemplo, una modificacin
puede resultar en resistencia aumentada a TFPI y actividad -cataltica
aumentada del poliggptido FVII modificado en comparacin con un poliggptido FVII
no modificado. Los poligptidos FVII no modificados suministrados a@ pueden
ser ensayados para cada propiedad y actividad para identificar el rango de
efectos de una modificactn. Dichos ensayos son conocidos en el arte y

descritos més adelante. Los poligptidos FVII modificados a@ suministrados
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tambén incluyen poligptidos FVII que son modificados adicionalmente por
maquinaria celular e incluyen, por ejemplo, poligptidos glicosilatados, y-
carboxilatados y B-hidroxilatados.

Las modificaciones a@ proporcionadas a un poliggptido FVII son hechas
para aumentar la resistencia TFPI, aumentar la resistencia a AT-IlIl, mejorar las
propiedades farmacociréticas, tales como para aumentar la vida media del
suero, aumentar la actividad catalitica en la presencia y/o ausencia de TF y/o
aumentar la afinidad y/o unin para las plaquetas activadas. Por ejemplo, un
polipptido FVII puede incluir modificaciones que aumentan uno o ambos de la
resistencia TFPI u la unin a las plaquetas. En otros ejemplos, cualquier
modificactn a@ proporcionada puede ser combinada con cualquier otra
modificactn conocida para los expertos en la materia siempre y cuando el
poliggptido FVII modificado resultante exhiba actividad coagulante aumentada
cuando se encuentra en una forma de cadena doble. Tipicamente, dicha
actividad de coagulacin aumentada se desde a la resistencia incrementada a
TFPI, propiedades farmacociréticas mejoradas, tales como vida media de suero
aumentada, resistencia aumentada a AT-Ill, glicosilactn alterada, actividad
catalitica aumentada, y/o unin y/o afinidad aumentada para los fosfolipidos. En
algunos ejemplos, las modificaciones que son introducidas en un polipptido
FVIl para alterar una actividad o propiedad espedfica tambén, o de forma
contrario, pueden afectar otra actividad o propiedad. Por lo tanto, las
modificaciones ad proporcionadas pueden afectar la propiedad o actividad que

fueran disdiadas para afectar y una o nmés de otras propiedades o actividades.
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Por ejemplo, las modificaciones hechas a un poliggptido FVII para aumentar la
resistencia a TFPI tambén pueden mejorar las propiedades farmacociréticas,
tales como vida media de suero. En algunos ejemplos, una modificacin simple,
tal como una sustitucin de aminacido simple, altera 2, 3, 4 o n#és propiedades o
actividades de un poligptido FVII. Los poligptidos FVII modificados a&
suministrados pueden ser ensayados por cada propiedad y actividad para
identificar el rango de efectos de una modificactn. Dichos ensayos son
conocidos en el arte y descritos més adelante. Los poliggptido FVII modificados
a@ proporcionados incluyen poliggptidos FVII que son modificados
adicionalmente por la maquinaria celular e incluyen, por ejemplo, poligptidos
glicosilatados, y-carboxilatados y p-hidroxilatados.

Las modificaciones ad@suministradas pueden ser hechas por medio de
tcnicas de ADN recombinante estndar tales como lo son rutina para un experto
en la materia. Cualquier n&odo conocido en el arte para efectuar la mutacin de
cualquiera o de nés amingkidos en una proteina objetivo puede ser empleado.
Los mé&odos incluyen mutagnesis estndar dirigidas en sitio (utilizando por
ejemplo, un kit, tales como kits como QuikChange disponibles de Stratagene)
de mokculas deacido nucleico codificado, o por n&odos de sintesis de polipgtido
de fase dida. Adicionalmente, las proteinas quin&icas modificadas a@&
proporcionadas (es decir, intercambio de dominio Gla) pueden ser generadas
por €cnicas de rutina de ADN recombinante. Por ejemplo, los poligptidos

quin&icos pueden ser generados usando enzimas de restriccion y metodologias
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de clonacn para sub-clonacin de rutina de los componentes de poligptido
quimérico deseado.

Otras modificaciones que estn 0 que no estn en la secuencia primaria
del poliggptido tambén pueden ser incluidas en un poliggptido FVII modificado, o
conjugados de los mismos, incluyendo, por no limitado a, la adictnde restos de
carbohidrato, la adictn de un resto de polietilenglicol (PEG), la adictn de un
dominio Fc, etc. Por ejemplo, dichas modificaciones adicionales pueden ser
hechas para aumentar la estabilidad o vida media de la proteina.

Los poligptidos FVII modificados resultantes incluyen aquellos que son
zimogn de cadena simple o poligptidos activos o aquellos que son poligptidos
similares a zimogn de cadena simple o de cadena doble. Por ejemplo, cualquier
poliggptido modificado a@& suministrado que es un poligptido de zimogh de
cadena simple puede ser autoactivado o activado por otros factores de
coagulacitn para generar un FVII modificado que es una forma de cadena doble
(es decir, FVlla). Las actividades de un poliggptido FVII modificado son
tipicamente exhibidas en su forma de cadena doble.

Los poligptidos FVII modificados a@& suministrados pueden exhibir
resistencia a TFPl aumentada, resistencia a AT-lIl aumentada, actividad
catalitica aumentada en la presencia y/o ausencia de TF, propiedades
farmacociréticas mejoradas, tales como vida media de suero aumentada, y/o
untn y/o afinidad aumentada para los fosfolipidos. Tipicamente, dichas
propiedades y/o actividades de los poligptidos FVII modificados a@&

proporcionados son hechos mientras retienen otras actividades o propiedades
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de FVII, tales como, pero no limitado a, unna TF y/O uniny activacin a FX. Ag,
los poliggptidos FVII modificados a@& suministrados retienen la unin de TF y/o
unitn de FX y activactn en comparacin con una forma de tipo salvaje o de inicio
del poligptido FVII. Tipicamente, dicha actividad es sustancialmente no
cambiada (menos de 1%, 5%, 10%, 20% o 30 cambiada) en comparacin con
una proteina tipo salvaje o de inicio. En otros ejemplos, la actividad de un
polipgptido FVII modificado se aumenta o se disminuye en comparacitn con un
polipgptido FVII tipo salvaje o de inicio. La actividad puede ser evaluada in vitro,
ex Vvivo o in vivo y puede ser comparada al del poliggptido FVII no modificado,
tales como por ejemplo, el poliggptido FVII maduro nativo tipo salvaje (SEQ ID
NO:3), el poliggptido FVII precursor de tipo salvaje (SEQ ID NO: 1 o0 2), o
cualquier otro poligptido FVII conocido para aquellos expertos en la materia y
usado como el material de inicio.

Adi, en virtud de las modificaciones a@suministradas, los poliggptidos FVII
modificados pueden exhibir actividad de coagulactn aumentada en una forma
dependiente de TF y/ independiente de TF. Tipicamente, la actividad de
coagulactn de TF aumentada de los poligptidos FVII modificados a@&
suministrados pueden ser observados in vitro en ensayos apropiados, o in vivo,
tales como con la administracin a un sujeto, tal como un sujeto humano o no
humano. La actividad aumentada de los poliggptidos FVII modificados puede ser
mejorada en al menos o aproximadamente 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%,
9%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 1 10%, 120%,

130%, 140%, 150%, 160%, 170%, 180%, 190%, 200%, el 300%, el 400%, el

12z



500%, o nmés en comparacin con la actividad del poliggtido FVlla de inicio o no
modificado.

1. Resistencia aumentada a los inhibidores

Como la mayoria de los sistemas biobgicos, la cascada de coagulacitn es
regulada por los mecanismos positivos 0 negativos. Estos mecanismos actian a
menudo por la inhibicin o mejoramiento de la actividad de uno o n#és factores
involucrados en la cascada, bien sea de forma directa o indirecta.

As, son de inteés los factores de coagulacin teraguticos que son
resistentes a los mecanismos inhibidores que regulan negativamente su
actividad. En particular, son de integs los poliggptidos FVII modificados que son
resistentes a las mokaulas inhibidores que normalmente exhiben actividad FVII.
El regulador primaria del complejo TF/FVlla es el inhibidor de via de factor de
tejido (TFPI). Tambén es inhibidor a la actividad FVlla, aunque en una medida
menor, la antitrombina Il (AT-111).

a. TFPI

El inhibidor de via de factor de tejido es un poligptido de cadena simple
codificado por 9 exones localizados en el cromosoma 2g31-932.1. EL TFPI
(tambén relacionado como TFPI-1) es un inhibidor tipo Kunitz que es sintetizado
principalmente por @dulas endoteliales y contiene una regitn terminal de amino
cargada negativamente, tres dominios de inhibidor tipo Kunitz tndem y una cola
terminal de carboxilo altamente kisica (Wun et al. J. Biol. Chem. 263:6001
(1988)). A traés del empalme alternativo de mARN, dos formas diferentes de

TFPI son generadas: TFPla y B. TFPIa es una proteina secretada con un peso
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molecular de aproximadamente 46 kDa. El poligptido precursor es 304
amingcidos en longitud (SEQ ID NO:101), y es procesado por la ruptura del
pptido de séal de aminaicido 28, resultando en la secrecin de una glicoproteina
madura de amindcido 276 (SEQ ID NO:102). La proteina madura contiene 18
residuos de cisteina y forma 9 puentes de disulfuro cuando se dobla
correctamente. La secuencia primaria tamb# contiene tres sitios de consenso
de glicosilactn N-vinculados Asn.X.Ser/Thr, los residuos de asparagina
localizados en las posiciones 145, 195 y 256. Los dominios Kunitz-1 y 2 son
responsables por la unin y la inhibictn del complejo TF/FVila y FXa,
respectivamente (ver por ejemplo, Figura 4). El dominio Kunitz-3, el cual carece
de actividad inhibidora de proteinasa, y el &mino C de TFPla han sido
mostrados para estar involucrados en su localizacitn de superficie celular (Piro
et al. (2004) Circulation 110:3567-3572).

TFPIB es una forma alternativamente empalmada de TFPI en la cual el
dominio Kunitz-3 y la regin C-terminal de TFPIla es reemplazada con una regin
C-terminal no relacionada que dirige la untn de un ancla de
glicosilfosfatidilnositol (GPI). El polipdtido precursor (SEQ ID NO:103) es
procesado a una proteina madura que es 223 aminagcidos (SEQ ID NO:104).
Basado en la masa de proteina, el TFPIB (28 kDa) es considerablemente nés
pequeio que el TFPla (36 kDa). Ambos migran con la misma masa molecualr
aparente (46 kDa) en electroforesis de gel de dodecilculfato poliacrilamida de
sodio (SDS-PAGE), sugiriendo una diferencia en las modificaciones post-

translacionales. Los TFPIa y B son unidos a la superficie de la @dula de una
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forma dependiente de GPI. El TFPIB contiene un ancla GPI es su &mino C,
considerando que el TFPla estiaparentemente unido a una proteina vinculada a
GPI no identificada an. Aunque el TFPIB representa tnicamente el 20% de la
superficie total TFPI, este cuenta para la mayoria de la actividad anti TF/FVlla,
sugiriendo un papel alternativo potencial para la TFPIla de la superficie celular,
tal como la unny el aclaramiento de FXa (Piro et al. (2005) J Thromb Haemost
3:2677-2683).

EL TFPI inhibe la cascada de coagulactn en al menos dos \as; por
medio de la unin al sitio activo de FXa, y por medio de la desactivacin del
complejo TF/FVIlla (ver por ejemplo, Figura 4). El primer dominio Kunitz se une
a FVlla, mientras que el segundo dominio se una a FXa (Girard et al. (1989)
Nature 338:518-520). El TFPI libre se une a FVila muy lentamente in
comparacin con su unin de FXa. Una vez est unido a FXa sin embargo, el
complejo TFPI/FXa muestra una afinidad fuerte por el complejo TF/FVlla. Su
interaccitn resulta en la formacin de un complejo heterotetranméico en una
superficie de @ula endotelial en la cual el FVlla est catalticamente inactivo
(Figura 4). Esta estructura cuaternaria por lo tanto previene la iniciactn de
TF/FVlla de la cascada de coagulacin.

Al menos otro hormdlogo de TFPI existe en los humanos, TFPI-2, tambén
conocido como proteina 5 placentaria (PP5) e inhibidor de serina proteasa
asociado a matriz (MSPI). El TFPI-2 es un inhibidor de serina proteasa tipo
Kunitz asociado a matriz de 32 kDa el cual exhibe actividad inhibidora hacia un

amplio espectro de proteinasas, incluyendo tripsina, plasmita, quimotripsina,
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catepsina G, calicreina de plasma, y el complejo de fator de tejido-factor Vlla.
La proteina TFPI-2 madura de aminccido 213 (SEQ ID NO:105) contiene tres
dominios tipo Kunitz que exhiben 43%, 35% y 53% de identidad de secuencia
primaria con dominios tipo Kunitz de TFPI 1, 2 y 3, respectivamente. El primer
dominio tipo Kunitz de TFPI-2 humando contiene todos los elementos
estructurales para la inhibicon de la serina proteasa, aunque los estudios
cirgicos y moleculares indican que el TFPI-2 e un inhibidor de plasmita nés
efectivo que varias serinas proteasas, incluyendo TF/FVlla (Chand et al. (2004)
J Biol Chem 279:17500-17507). Se cree que juega un papel importante en la
regulacin de digestin de matriz extracelular y la remodelacitn. En este contexto,
la sintesis reducida de TFPI-2 ha estado relacionada con numerosos procesos
patofisiotgicos tales como inflamacin, angiogenesis, aterosclerosis, degeneracin
retinal y crecimiento de tumor o metstasis (Chand et al. (2005) Thromb
Haemost 94:1122-30). Por lo tanto, mientras que los homdogos a TFPI, el TFPI-
2 no se cree gue sea un factor importante en la via de coagulacin. La alineacin
de secuencia de la secuencia de dominio Kunitz-1 de TFPI-1 y TFPI-2 se
establece en la Figura 6b.

El inmuno agotamiento del TFPI en un modelo de conejo mejob la
coagulactn (Warn-Cramer et al. (1993) Arteriosel Thromb 13:1551-1557, Ragni
et al. (200) Circulation 102:113-117), indicando que la disrupctn de la
formulactn del complejo cuaternario TF/FVlla-TFPI/FXa puede inhibir la
regulacin negativa de la iniciactn de coagulacin. Adicionalmente, la disrupcin de

la interaccitn de FVlla con TFPI puede disminuir el aclaramiento de FVlla. El
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aclaramiento reducido puede ser manifestado como vida media aumentada.
Tambén, el FVlla unido al TF de superficie celular puede ser internalizado y
degradado sin agotar el TF en la superficie celular. Esta forma de internalizacin
y degradacin es aumentada significativamente en la presencia de TFPI/FXa, lo
cual forma una un complejo cuaternario con la superficie de @ula TF/FVlla. La
internalizactn y degradacitn que sigue la untn es mediada a través de una via de
pozo dependiente de proteina relacionada de receptor de lipoproteina de baja
densidad (LRP) (lakhiaev et al., (1999) J. Biol. Chem 274:36995-37003). El
TFPI tambén puede ayudar a mediar el aclaramiento FVila a través de otros
mecanismos, tales como mecanismos de aclaramiento heptico o renal.
Modificaciones para llevar a cabo mayor resistencia aTFPI
A& se proporcionan poliggptidos FVII modificados que exhiben una
resistencia a TFPI aumentada. Dicha resistencia a TFPI puede ser lograda, por
ejemplo, por la mutactn de uno o més residuos en el FVII involucrado en la
interaccn y untn con TFPI para reducir o prevenir dicha unin, de este modo
haciendo a los poligptidos FVII modificados resistentes a los efectos
naturalmente inhibidores de TFPI con respecto a la iniciacin de la coagulacin.
Cuando se evalla en un ensayo in vitro apropiado, o in vivo, tal como seguido a
la administractn a un sujeto como un procoagulante teraputico, los poligptidos
FVII modificados resistentes a TFPI pueden mostrar actividad coagulante
aumentada en comparacitn con los poligpbtidos no modificados. Entre los

mutantes de FVlla que exhiben resistencia a TFPI aumentada, esén los



mutantes que tienen vida media aumentada. Por ejemplo, el mutante descrito
en el Ejemplo 9 exhibe vida media incrementada.

Ad se suministran poligptidos FVII modificados que tienen una o dos
mutaciones en los residuos de contacto FVII/TFPI o residuos en cercanias a la
interfaz de interaccin. Dichos residuos de contacto incluyen el residuo de &cido
aspético en la posicn 196 (D196, Asp*®), el residuo de lisina en la posicin 197
(K197, Lys'®"), el residuo de lisina en la posictn 199 (K199, Lys'®), el residuo

de treonina en la posicin 239 (T239, Thr*°

), el residuo de arginina en la posictn
290 (R290, Arg®®), y el residuo de lisina en la posicin 341 (K341, Lys**), con la
numeracin relativa a las posiciones de aminacidos de un poliggptido FVII maduro
establecido en la SEQ ID NO:3. Cuando se identifican usando numeracin de
quimotripsina, estos residuos corresponden a D60, K60a, T99, R147 y K192
(Figura 7). Un residuo que se encuentra en cercanias a la interfaz FVII/TFPI, y
el cual puede ser modificado para causar el obséculo esgico, es el residuo de

glicina en la posicitn 237 (G237, Gly**’

) por medio de la numeracin de FVII
maduro, el cual corresponde a G97 (Gly’") mediante la numeractn de
guimotripsina.

Los residuos identificados pueden ser modificados tal como por
reemplazo de amingcido, supresin o sustituctn. Alternativamente, las
inserciones de amin@ddos pueden ser utilizadas para alterar la conformacin de
un residuo de amingido objetivo o la estructura de proteina en la vecindad de

un residuo de amingtido objetivo. Por ejemplo, los residuos identificados

pueden ser reemplazados o sustituidos con otro aminacido con el fin de
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perturbar la interacctn entre FVII y TFPI e inhibir la unitn eficiente de las dos
proteinas, generando asi un poligptido FVII modificado resistente a TFPI. Por
ejemplo, la sustituctn de un amincgcido que obstaculiza es#icamente la
interaccin de FVII y TFPI es contemplado (es decir, sustitucin de Gly**" (Gly®")
con otro aminaxido nés grande). En otras modalidades, los poliggptidos FVII
modificados resistentes a TFPI pueden ser generados por el reemplazo de un
residuo de contacto con un amingcido alterno de modo tal que inversin de
carga o neutralizactn de carga es lograda en la posictn identificada. Estos tipos
de mutaciones pueden afectar significativamente las contribuciones
electrostticas del amindcido FVII sustituido y perturbar la interacctn normal del
residuo de contacto con los residuos de contacto de TFPI correspondientes.
Por ejemplo, un residuo de &cido aspatico cargado negativamente en FVII, el
cual puede interactuar normalmente de forma favorable con un residuo de
arginina cargado positivamente en TFPI, puede ser reemplazado con una lisina
cargada positivamente para no o eliminar la interaccin electrosttica favorable
original sino tambén para crear una fuerza repulsiva entre los residuos e
interferir con la unin eficiente de las proteinas. Esta mutacitn, por lo tanto,
interfiere con la unin eficiente de las proteinas. Asi, un aminacido cargado
negativamente (es decir, un amingkido addico) tal comoéacido asgatico (Asp, D) o
&ido gluémico (Glu, E) puede ser sustituido con un amindddo cargado
positivamente (es decir, un aminagxcido k&sico) tal como lisina (Lys, K), arginina
(Arg, R), o histidina (His, H). Por el contrario, un amindido késico tal como lisina

(Lys, K), arginina (Arg, R), o histidina (His, H) puede ser sustituido con un
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amindcido addico, tal como &ido asptico (Asp, D) o é&cido gluimico (Glu, E).
Tambén, cualquier residuo de contacto puede ser sustituido con un amingcido
neutro tal como alanina (Ala, A), tirosina (Tyr, Y), metionina (Met, M) o leucina
(Leu, L), isoleucina (lle, 1), valina (Val, V), fenilalanina (Phe, F), prolina (Pro, P)
o glicina (Gly, G), serina (Ser, S), treonina (Thr, T), asparagina (Asn, N),
glutamina (GIn, Q), triptfano (Trp, W) y cisteina (Cys, C). Ejemplos de
amingcidos neutros son amingxidos hidrofbicos, los cuales incluyen isoleucina
(lle, 1), fenilalanina (Phe, F), valina (Val, V), leucina (Leu, L), triptfano (Trp, W),
metionina (Met, M), alanina (Ala, A), glicina (Gly, G), cisteina (Cys, C) y tirosina
(Tyr, Y).

En lagunas modalidades, la glicina en la posictn 237 por numeracin de
FVII maduro es reemplazada de modo tal que el nuevo amingcido causa el
obséculo es#ico e inhibe la interacctn entre FVII y TFPI. La glicina es la més
pequéiay la més simple de los amingcidos, conteniendo o undomo de hidégeno
simple en su cadena lateral. Debido a su pequdo tamdbo, la glicina puede
encajar en pequeios lugares y puede adoptar conformaciones particulares que
otros aminacidos no pueden. La sustitucitn de la glicina en la posicin 237 con un
amincgcido con una cadena lateral més grande podra causar el obséculo es&ico
con otros aminagcidos en la proteina FVII, alterando asi la conformacin de la
interfaz de uniin de TFPI, y/o causar el obstculo es&ico con amindcidos en la
proteéiha TFPl. Ambas situaciones podrian resultar en interacctn y unin
deteriorada de FVII y TFPI, incrementado ad la resistencia del poliggptido FVII

modificado a los efectos inhibitorios del TFPI. Cualquiera de los 19 aminacidos

13C



naturales contiene cadenas laterales nés grandes que la glicina, y pueden ser
utilizados para modificar el poliggptido FVII. Los ejemplos de estos son triptfano
(Trp, W), isoleucina (lle, 1), valina (Val, V) y treonina (Thr, T).

En otros ejemplos, las inserciones de amingcidos son incorporadas en el
poligdtido FVII cerca de los residuos identificados para interferir con la
interaccin entre TFPI y FVII. Uno o nés residuos de amindkidos pueden ser
insertados en una o més posiciones en el poliggptido FVII. Por ejemplo, un
residuo de tirosina puede ser insertado entre D196 y K197 (correspondiente a
D60 y K60a, respectivamente, mediante la numeractn de quimotripsina). Esta
modificactn es D196K197insY (es decir, D196 y K197 son las posiciones entre
las cuales una tirosina ha sido insertada (insY)). En otro ejemplo, dos residuos
de amindxidos son insertados en una posicin identificada ya que es importante
para la interaccn con el TFPI. Por ejemplo, una alanina y una serina puede ser
insertada entre G237 y T238 (correspondiente a G97 y T98, respectivamente,
mediante numeractn de quimotripsina), resultando en la modificacin
G237T238insAS. Dichas mutaciones de insercin podhan resultar en la
interaccn y unin deterioradas de FVII y TFPI, incrementando asi la resistencia
del polipggptido FVII modificado a los efectos inhibitorios del TFPI.

La Tabla 5 proporciona ejemplos no limitantes de reemplazos de
amingxidos ejemplares en los residuos identificados, correspondientes a las
posiciones de amindcidos de un poligptido FVII maduro como se establece en
la SEQ ID NO:3. Como se nota, dichos poliggptidos FVII son disdiados para

aumentar la resistencia a TFPI mediante la inhibictn de la unin FVII/TFPI, y por
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lo tanto tienen actividad coagulante aumentada. Con referencia a dichas
mutaciones, el primer amindcido (abreviactn de una letra) corresponde al
aminacido que es reemplazado, el nimero corresponde a la posicin en la
secuencia de poligptido FVII maduro con referencia a la SEQ ID NO:3, y el
segundo amingcido (abreviactn de una letra) corresponde al amindkido
seleccionado que reemplaza el primer amingcido en esa posictn. Las
posiciones de amin@ddos para la mutacitn tambén son relacionadas por el
esquema de numeracin de quimotripsina. En la Tabla 5, el identificador de
secuencia (SEQ ID NO) es identificado en el cual las secuencias de aminaxcidos
ejemplares del poligptido FVII modificado son establecidas, y tamb#n cualquier

nmero de identificactn de poligptido.

Tabla 5
Modificacion — Modificacion — Numero ID SEQ ID

numeracion de FVII numeracion de de NO

maduro guimotripsina Polipéptido
D196K D60K CB554 18
D196R D60R CB555 19
D196A D60A CB556 20
D196Y D60Y CB601 125
D196F D60F CB600 126
D196W D60W CB602 127
D196L D60L CB603 128
D196l D60I CB604 129
K197Y K60aY CB561 21
K197A K60aA CB559 22
K197E K60aE CB558 23
K197D K60aD CB557 24
K197L K60aL CB560 25
K197M K60aM CB599 26
K1971 K60al CB595 130
K197V K60aV CB596 131
K197F K60aF CB597 132
K197W K60aw CB598 133
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K199A K60cA CB564 27
K199D K60cD CB562 28
K199E K60cE CB563 29
G237W GI97W CB605 134
G237T Go7T CB606 135
G2371 Go7I CB607 136
G237V Go7v CB608 137
T239A T99A CB565 30
R290A R147A CB568 31
R290E R147E CB567 32
R290D R147D CB566 33
R290N R147N CB697 206
R2900Q R147Q CB698 207
R290K R147K CB699 208
R290M R147M CB700 209
R290V R147V CB701 210
K341E K192E 34
K341R K192R CB569 35
K3410Q K1920Q CB609 138
K341N K192N CB733 211
K341M K192M CB734 212
K341D K192D CB735 213
G237T238insA G97T98insA CB853 214
G237T238insS G97T98insS CB854 215
G237T238insV G97T98insV CB855 216
G237T238insAS G97T98insAS CB856 217
G237T238insSA G97T98insSA CB857 218
D196K197insK D60K60ainsK CB858 219
D196K197insR D60K60ainsR CB859 220
D196K197insY D60K60ainsY CB860 221
D196K197insW D60K60ainsW CB861 222
D196K197insA D60K60ainsA CB862 223
D196K197insM D60K60ainsM CB863 224
K1971198insE K60al60binsE CB864 225
K1971198insY K60al60binsY CB865 226
K1971198insA K60al60binsA CB866 227
K1971198insS K60al60binsS CB867 228

En una modalidad adicional, los mutantes de combinacitn pueden ser
generados. Incluidos entre dichos mutantes de combinacitn esén aquellos que

tienen dos o né&s mutaciones de los residuos D196, K197, K199, G237, T239,
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R290 o K341 con base en la numeracitn de un FVII maduro establecido en la
SEQ ID NO:3 (correspondiente a D60, K60a, K60c, K97, T99, R147 y K192,
respectivamente, con base en la numeracitn de quimotripsina). Por ejemplo, un
poliggptido FVII modificado puede poseer sustituciones de amindcido en 2, 3, 4,
5, 6 o 7 de las posiciones identificadas. Como se nobt anteriormente, los
residuos son reemplazados de modo tal que las interacciones favorables entre
FVila y TFPI son eliminadas, y las interacciones no favorables son
introducidas, o el obstculo esérico es introducido, en una o nés posiciones. Asi,
un polipdptido modificado puede mostrar 1, 2, 3, 4, 5, 6 0 7 mutaciones que
proporcionan uno o mé obséculos es#icos, inversin de cambio, neutralizactn de
cambio, u otra interaccitn no favorable, o una combinacitn de las mismas. Por
ejemplo, dos o més mutaciones pueden ser hechas por lo tanto los amindcidos
cargados negativamente tales comoécido aspatico (asp, D) o&cido gluémico (Glu,
E) puede ser sustituido con un aminaiido cargado positivamente tal como lisina
(Lys, K), arginina (Arg, R), o histidina (His, H), o viceversa, o sustituciones
neutras pueden ser hechas por medio del reemplazo de cualquier aminacido
con, por ejemplo, alanina (Ala, A), tirosina (Tyr, Y), metionina (Met, M) o leucina
(Leu, L), isoleucina (lle, 1), valina (Val, V), fenilalanina (Phe, F), prolina (Pro, P)
o glicina (Gly, G), serina (Ser, S), treonina (Thr, T), asparagina (Asn, N),
glutamina (GIn, Q), triptfano (Trp, W) y cisteina (Cys, C) o cualquier combinacin
de las mismas. Ejemplos de amindcidos neutros son amindcidos hidrofhicos,
los cuales incluyen isoleucina (lle, 1), fenilalanina (Phe, F), valina (Val, V),

leucina (Leu, L), triptfano (Trp, W), metionina (Met, M), alanina (Ala, A), glicina
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(Gly, G), cisteina (Cys, C) y tirosina (Tyr, Y). En otro ejemplo, doso n&s
mutaciones pueden ser hechas donde al menos una es una inversinde carga o
neutralizactn de carga y otra es una sustituctn que reemplaza glicina con
amindcidos que contienen una cadena lateral més grande, tal como triptfano
(Trp, W), isoleucina (lle, 1), valina (Val, V) y treonina (Thr, T). En otros ejemplos,
una mutacin de insercin puede ser incluida en el poliggptido FVII modificado con
otras mutaciones de inserctn, 0 con una 0 és sustituciones de amingcidos,
tales como sustituciones de amingidos que introducen interacciones no
favorables o obstculo eséico entre FVII y TFPI. Cualquier permutactn de
combinaciones puede ser incluida en un poliggptido FVII modificado usando las
modificaciones establecidas en la Tabla 5. Por ejemplo, los poligptidos FVII a&
suministrados pueden contener D196K y una o né&s modificaciones de
reemplazos adicionales en la posicin de amindcido D196, K197 y/o G237. Un
experto en la materia puede &clmente generar todas las posibles
combinaciones usando las modificaciones establecidas en la Tabla 5.

Por ejemplo, las variantes de FVII incluyen aquellas que incluyen como
una de sus mutaciones una sustitucin de aminaxido en la posicitn 197, con base
en la numeracin de un FVII maduro establecida en la SEQ ID NO:3. Cualquier
residuo de amingcido puede ser sustituido por el residuo de lisina que ocupa la
posicin 197 en un poligptido FVII no modificado. En algunas modalidades, la
lisina es reemplazada por residuo de una tirosina (Y), una alanina (A), uné&cido
gluémico (E), un &ido asptico (D), una leucina (L), una metionina (M), una

isoleucina (1), una valina (V), una fenilalanina (F) o un triptfano. Por ejemplo, un
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ejemplo de un poliggptido FVII modificado es aquel que contiene la sustitucin
K197L o K197E. En otro ejemplo, un poligptdo FVII que contiene una
modificactn en la posicin 197 (tal como un reemplazo, supresin o adictn) tambin
puede incluir otra modificactn en otra posicin. Generalmente dicha otra
modificactn esé en una posicin que es contemplara para modular la interaccin
de FVII con TFPI, tal como mediante la remocin de una interaccin favorable,
creacin de una interaccin no favorable, introduccin de un obséculo es#ico, o una
combinactin de los mismos. Incluidas dentro de dichas modificaciones
adicionales estn las modificaciones en las posiciones de amingcido que
corresponden a D196, K199, G237, T239, R290 o K341, tal como se describd
anteriormente. Otras modificaciones adicionales conocidas en el arte, tal como
se describen nmé&s adelante, tambén estn contempladas. Asi, adicional a la
modificacin en la posictn 197, un poligptido FVII puede contener 1, 2, 3, 4, 5, 6
0 més modificaciones de amindcido. Por ejemplo, las variantes de FVII
ejemplares que tienen al menos una modificactn en la posictn 197 incluyen
aguellas que contienen 2 sustituciones, tales como D196F y K197E, aquellas
gue contienen 4 sustituciones, tales como D196R, K197E, K199E y R290E,
aguellas que contienen 5 sustituciones, tales como K197L, K199D, G237T,
R290D y K341Q, aquellas que contienen 6 sustituciones, tales como D196F,
K197L, K199E, G237V, T239A y R290D, y aquellas que contienen 7
sustituciones, tales como D196Y, K197L, K199A, G237T, T239A, R290D y
K341R. Los mutantes de combinacin de FVII ejemplares que incluyen como

una de sus mutaciones una sustituctn de aminacido en la posictn 197, con base
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en la numeractn de un FVII maduro establecidas en la SEQ ID NO:3, estn
incluidas en la Tabla 6.

Los poliggptidos FVII ejemplares que contienen dos o més reemplazos de
amindcido en uno o nés residuos de aminagtido de D196, K197, K199, G237,
T239, R290 o0 K341, correspondientes a las posiciones de amingkcido de un
polipgptido FVII maduro como se establecen en la SEQ ID NO:3, son aquellas
suministradas en la Tabla 6. En la tabla, las posiciones de aminacido para la
mutactn tambin se relacionan por el esquema de numeracitn de quimotripsina.
Dichas modificaciones son disdiadas para aumentar la resistencia a TFPI por
medio de la inhibictn de la unin de FVII a TFPI, y por lo tanto mejoran la

actividad de coagulaci.

Tabla 6
e e Numero
Modlfl_cgcmn - Modlflca(_:[on - ID de SEQ ID
numeracion de FVII numeracion de Poli- NO
maduro guimotripsina péptido
D196R/R290E D60R/R147E CB579 36
D196K/R290E D60K/R147E CB580 37
D196R/R290D D60R/R147D CB581 38

D196R/ K197E/ K199E D60R/K60aE/K60CcE CB586 39
D196K/ K197E/ K199E D60K/K60aE/K60cE CB587 40
D196R/ K197E/K199E/ D60R/K60aE/K60cE/

R290E R147E CB588 4l
D196R/ K197M/ K199E D60R/K60aM/K60cE CB589 42
D196R/K197M/K199E/ D60R/K60aM/K60cE/

R290E R147E CB590 43
D196K/K197L D60K/K60aL CB610 139
D196F/K197L D60F/K60aL CB612 140
D196L/K197L D60L/K60aL CB611 141
D196M/K197L D60M/K60aL CB613 142
D196W/K197L D60W/K60aL CB614 143
D196F/K197E D60F/K60aE CB615 144
D196W/K197E D60W/K60aE CB616 145
D196V/K197E D60V/K60aE CB617 146
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K197E/K341Q K60aE/K192Q CB637 229
K197L/K341Q K60aL/K192Q CB638 230
G237VIK341Q G97V/K192Q CB670 231
K197E/G237V/IK341Q K60aE/G97V/K192Q CB671 235
K197E/K199E K60aE/K60cE CB688 232
K197E/G237V K60aE/G97V CB689 233
K199E/K341Q K60CcE/K192Q CB694 234
K197E/K199E/K341Q K60aE/K60cE/K192Q CB691 250

Los poliggptidos FVII que contienen una o né& sustituciones de amindido

en los residuos anteriormente identificados tambén pueden contener
mutaciones adicionales, tales como aquellas descritas en la Publicacin de
Patente Internacional No. W02004/083361, Neuenschwander et al., (1995)
Biochemistry 34:8701-8707, Chang et al., (1999) Biochemistry 38:10940-10948,
e lakhiaev et al., (2001) Thromb. Haemost. 85:458-463. Por lo tanto, en una
modalidad, los poliggptidos FVII suministrados a@& pueden contener una o0 nés
sustituciones de aminazido en uno o nés residuos de amingcido de Q176, D196,
K197, K199, G237, T239, R290, E296, K341 y Q366, que corresponden a las
posiciones de amingkido de un poliggptido FVII maduro como se establece en la
SEQ ID NO:3. Por ejemplo, las una o m& mutaciones adicionales pueden
incluir, pero no se limitan a, cualquiera o mésde Q176A, D196N, G237L, E296A,
K341N, K341Q, K341E, Q366A, Q366E y Q366G.

b. Antitrombina 11l (AT-III)

La antitrombina Il (tamb#én conocida como antitrombina o AT-IIl) es una
serpina anticoagulante importante (inhibidor de serina proteasa). La AT-Ill es

sintetizada como una proteina precursora que contiene 464 residuos de

amincgcido (SEQ ID NO:122). En el curso de la secrectn un pptido de sdial de
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residuo 32 es roto para generar una antitrombina humana madura de
amindkido 432 (SEQ ID NO:123). La glicoproteina AT-11l de 58 kDa circula en la
sangre y funciona como un inhibidor de serina proteasa (serpina) para inhibir
un nimero grande de serina proteasas del sistema de coagulacin. Los objetivos
principales de la AT-1ll son la trombina y factor Xa, aunque la AT-Ill tambin ha
sido mostrada para inhibir las actividades de FIXa, FXla, FXlla y, para en
menor cantidad, FVlla. La accin de la AT-IIl es mejorada en gran medida por
los glicosaminoglicanos, tales como los sulfato de heparan que ocurren
naturalmente o las varias heparinas derivadas de tejido que son ampliamente
utilizadas como anticoagulantes en la péctica clinica. El At-ll se une en una
manera altamente especifica a una secuenciatnica de pentasa@ido en heparina
gue incluye un cambio conformacional en el ciclo reactivo central. En dicha
conformacin, el ciclo reactivo central de la AT-lll puede interactuar nés
eficientemente con el sitio reactivo de la serina proteasa, y efectuar la inhibicn.

La AT-Ill no es normalmente inhibitoria para liberar FVIla de plasma, an
en la presencia de heparina, probablemente debido a la conformacin similar a
zimogn de FVlla lo cual previene la interaccin eficiente con AT-Ill. Los efectos
inhibitorios de la AT-Ill aumentan, sin embargo, una vez que el FVlla se
compleja con TF. La unin de AT-IIl al complejo TF/FVIla puede liberar FVila de
TF y lo mantiene en un complejo inactivo con AT-IIl. La afinidad aumentada de
AT-Ill para la untn de TF con FVlla en comparacin con el FVila solo refleja
presumiblemente la maduractn del sitio activo de FVlla cuando este se

compleja con TF, por lo tanto lo hace susceptible a la unin de AT-1ll (Rao et al.
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(1993) Blood 81:2600-2607). Asi, el impacto de la AT-Ill sobre FVila es
proporcional a la actividad intinseca de la mokcula FVlla. Mientras que el FVlla
retiene su conformacin similar a zimogn, la AT-1ll tiene poco efecto. Si, sin
embargo, el FVIla cambia la conformacin a una forma nés activa, tal como por
la unibn de TF, o por las modificaciones in vitro espedificas, la inhibicitn de AT-III
aumenta significativamente. Los poliggptidos FVlla que son modificados para
tener actividad intinseca aumentada a menudo muestran aumentos simuléneos
en la susceptibilidad la inhibictn de AT-IIl. Por ejemplo, la modificacitn de uno o
nmés amingxidos en el bolsillo de activactn de FVlla, tal como por los reemplazos
de amindkido correspondientes a sustituciones de K337A, L305V, M298Q,
V158 y E296V (con relacin a la secuencia de FVII maduro establecido en la
SEQ ID NO:3), resulta en sensibilidad aumentada del poliggptido FVila a AT-lII
inhibiendo asi la actividad de FVlla por hasta el 90% (Persson et al. (2001)
PNAS 98:13583-13588). En otro ejemplo, la induccitn a una conformacin nmés
parecida a zimogn por medio de la modificactn de aminacidos involucrado en
una a-hdice de FVlla, mientras que incrementa la actividad de la proteina de
FVila modificada, tambén aumenta su susceptibilidad a AT-lIl (Persson et al.
(2004) Biochem J 379:497-503).
Modificaciones para efectuar una mayor resistencia a AT-llI

Las modificaciones pueden ser hechas a un poligptido FVII que
incrementa su resistencia para la inhibictn por AT-lIl. Generalmente, dichos
poliggptidos FVII modificados retienen al menos una actividad de un poligptido

FVII. Tipicamente, dichas modificaciones incluyen una o més sustituciones de
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amindcido en cualquier posictn del poliggtido FVII que esén involucrados
directamente en la interaccin de FVlla (o el complejo TF/FVlla) con AT-1Il o en
otros residuos que afectan la posictn o conformacin de residuos que esén
directamente involucrados en interacciones entre FVila (o el complejo
TF/FVIla) y AT-lll. Los poliggtidos FVII modificados que tienen resistencia
aumentada para AT-lll pueden exhibir una reduccin en la medida de inhibicitn
bajo condiciones espedificas 0 en la constante de tasa de segundo orden para
la inhibictn por AT-Ill por al menos aproximadamente 1%, 2%, 3%, 4%, 5%,
6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%,
200%, 300%, 400%, 500%, o més comparado con la medida de inhibicitn o la
constante de tasa de segundo orden para la inhibictn de poliggtido FVII tipo
salvaje o no modificado bien sea in vivo, ex vivo, o in vitro. Los poliggptidos FVII
modificados son por lo tanto resistentes a los efectos naturalmente inhibitorios
de AT-IIl con respecto a iniciactn de coagulacin. Cuando se evalia en un ensayo
apropiado in vitro 0 ex vivo, o in vivo, tal como despés de la administracin a un
sujeto de un terapéutico procoagulante, los poliggptidos FVII resistentes a AT-llI
modificados muestran actividad coagulante aumentada en comparacin con los
polipgptidos FVII no modificados.

Como se describe ac@més adelante, una persona versada en la materia
puede disdiar empirica 0 racionalmente los poligptidos FVII modificados que
muestran resistencia mejorada a AT-IIl. Dichos poliggptidos FVII modificados
pueden ser probados en ensayos conocidos para los expertos en la materia

para determinar si dichos poliggtidos FVII modificados muestran resistencia
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aumentada a la AT-1ll. Por ejemplo, la constante de tasa de segundo orden de
inhibictn por AT-IIl puede ser medida por dichos poligptidos FVlla modificados.
Generalmente, un poliggptido FVII modificado que tiene resistencia aumentada a
la AT-Ill exhibidunin reducida bajo condiciones especificas (por ejemplo, despiés
de la inyeccin de una cantidad fija de proteina en un paciente) y/o inhibictn
reducida por AT-IIIl. Tipicamente, dichos ensayos son llevados a cabo en un a
forma de cadena doble de FVII, tal como la forma activada de FVII (FVlla).
Aden®s, en ensayos para determinar los efectos de la AT-IIl son generalmente
desarrollados en la presencia de heparina y la presencia de factor de tejido,
aunque dichos ensayos tambgn pueden ser llevados a cabo en la ausencia de
uno o ambos cofactores.

Los poliggptidos FVII modificados que tienen resistencia aumentada para
la AT-IIl pueden exhibir una reducctn en la medida de la inhibictn bajo
condiciones especdificas 0 en la constante de tasa de segundo orden para la
inhibictn por AT-Ill por al menos aproximadamente 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%,
7%, 8%, 9%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%,
300%, 400%, 500%, o nmé&s en comparacin con la medida de inhibicin o la
constante de tasa de segundo orden para la inhibictn de poliggtido FVII no
modificado o de tipo salvaje bien sea in vivo o in vitro. Dichos poliggptidos FVII
modificados resultantes que tienen resistencia aumentada para la AT-llI
pueden exhibir una reduccin en la unin y/o afinidad para AT-IIl por al menos
aproximadamente 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 20%, 30%,

40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400%, 500%, o0 nés en
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comparacin con la unin y/o afinidad del poliggptido FVII no modificado o tipo
salvaje bien sea in vivo o0 in vitro. La resistencia aumentada a la AT-IlIl por
dichos poliggptidos FVII modificados tambén pueden ser manifestados como
actividad de coagulacin aumentada en la presencia de AT-IIl. La actividad de
coagulacitn de los poligptidos FVII modificados de AT-Ill puede ser aumentada
por al menos aproximadamente 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%,
20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400%,
500%, o nés en comparacin con la actividad de coagulacin del polipgtido FVII no
modificado o de tipo salvaje bien sea in vivo, ex vivo o in vitro.

2. Unidn a Plaquetas Activadas

Las modificaciones tambén pueden ser hechas a un poliggptido FVII que
aumenta su actividad de coagulactn durante la iniciactn de coagulacin
dependiente de TF y/o independiente de TF. Este mecanismo propuesto de
iniciactn de coagulactnindependiente de TF involucra la activacin directa de FX
y FIX por FVlla (que no estien un complejo con TF), el cual es efectuado en la
superficie de una plaqueta activada. El FVIla se une a las plaquetas activadas
a través de una interaccin entre los residuos en el dominio Gla del polipgptido
FVila, y fosfatidilserinas y otros fosfolpidos cargados negativamente
expresados en la superficie de la plagueta. Esta interaccin es relativamente
cil, y probablemente no juega un papel significativo en la #&aga inicial de
produccin de trombina normalmente observada durante la coagulacin, la cual
es muy probablemente un resultado la actividad dependiente de TF. Como se

discutd anteriormente, la iniciactn independiente de TF de coagulacin y la
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interaccin relativamente d&il de FVlla con la superficie de plaqueta podria contar
para el requerimiento para la administractn altas dosis de rFVlla para lograr la
eficacia en la clinica. Por ejemplo, tnicamente aproximadamente 1% del 10nM
FVIl en el plasma est presente como TF/FVlla, pero la dosis teraputica de
rEVila es 90 pg/kg o aproximadamente 50nM en plasma, muy por encima de
este nivel. Por lo tanto, las latas dosis de rFVila compensan por la unin de
afinidad baja de rFVlla a las plaguetas activadas, que resulta en la actividad de
coagulactn suficiente del terapéutico durante el tratamiento. Por lo tanto, de
inteés teraputico son los poliggptidos FVII modificados que pueden ser
administrados como dosis menores debido a la untn aumentada y/o afinidad
para las plaguetas activadas, suficiente para llevar a cabo la iniciactn de la
coagulacitn. Los poligptidos FVII modificados a@& suministrados son disdiados
para exhibir unin y/o afinidad aumentada para las plaquetas activadas a traés
de la modificacin del dominio Gla.

La interaccitn de residuos en el dominio Gla y-carboxilatado de proteinas
de plasma dependientes de vitamina K, tales como FVII, FIX, FX, protrombina,
proteina C y proteina S, fosfolipidos cargados negativamente en la superficie de
membrana es importante para la hemostasia. Los dominios Gla de las proteinas
de plasma dependientes de vitamina K tipicamente contienen aproximadamente
45 aminaxcidos, de los cuales 9 a 12 residuos de &ido glumico son post-
translacionalmente modificados por la carboxilactn dependiente de vitamina K
para formar y-carboxiglutamato (Gla). Los aminacidos que forman el dominio

Gla es#tn posicionados inmediatamente despus de aquellos que forman el
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Eptido sdial y propptido de las proteinas, y son por lo tanto situados en el &mino
N seguido al procesamiento y ruptura de los poligptidos precursores a las
proteinas maduras. Por ejemplo, los amindcidos que forman el dominio Gla en
FVIl estn en las posiciones 39-83 del poligptido precursor establecido en la
SEQ ID NO:1, posiciones 61-105 del polipgyptido precursor establecido en la
SEQ ID NO:2, y posiciones 1 a 45 del poliggptido maduro establecido en la SEQ
ID NO:3. De estos, los residuos de&cido gluimico 10 en las posiciones E6, E7,
E14, E19, E20, E25, E26, E29 y E35 del poligptido FVII maduro establecido en
la SEQ ID NO:3 son modificados por la carboxilactn para generar residuos de
y-carboxiglutamato (Gla).

Debido a que el &ido gluémico es o un quelante de Ca** dbil y el y-
carboxiglutamato es uno mucho nés fuerte, este paso de modificactn por la
carboxilasa de vitamina K incrementa significativamente la afinidad de unin del
Ca*" del dominio Gla de la proteina. El calcio tambén se une al dominio de
proteasa de FVlla, donde este facilita los cambios conformacionales requeridos
para la actividaddptima. A través de la unin a sitios en ambos dominios Gla y de
proteasa de FVlla, el calcio mejora la unin a TF y fosfolipidos as como la
eficiencia catalitica para la activactn de FX. El dominio Gla y-carboxilatado une
siete iones Ca** con afinidad variable, lo cual induce el cambio conformacional
que habilita el dominio Gla para interactuar con el dominio C-terminal de TF. La
unin de Ca** tambin promueve la interaccin de FVIla con fosfolipidos cargados
negativamente en la membrana de plagueta, cuya masa son fosfatidilserinas.

La fosfatildiserina (PS) es un componente clave en la membrana
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negativamente cargada que soporta la coagulacitn sanguinea. En la mayoria de
las dulas, la PS est presente en la hojuela interior de la membrana celular, y
por lo tanto no estiexpuesta al plasma. Los procesos celulares espedificos, tales
como activactn de plaquetas, resulta en translocactn de PS a la superficie
exterior orientada al plasma, que presenta un sitio de unn para el dominio de
Gla de proteinas dependientes de vitamina K (Hemker et al. (1983) Blood Cells
9:303-317).

Adicional a su involucramiento en las interacciones de FVila con TF y
plaguetas activadas, el dominio Gla de FVlla tambén es&implicado en la untny
activactn de FX. Esto puede ser a través de un mecanismo indirecto, en el cual
el dominio Gla de FVlla ayuda a linear Lys'® y Lys®® de TF con el dominio Gla
de FX, un paso importante en la activactn de FX a FXa. Alternativamente, el
dominio Gla de FVlla interactia directamente con el dominio Gla de FX para
alinear correctamente la enzima y el sustrato antes de la activacin
(Neuenschwander et al. (1994) J Biol Chem 269:8007-8013, Huang et al.
(1996) J Biol Chem 271:21752-21757). La arginina en la posicin 36 del FVlla ha
sido mostrada para ser importante para el acoplamiento efectivo del dominio
Gla de FX en la ausencia de fosfolipidos, demostrando que el dominio Gla de
FVlla participa en las interacciones de proteina-proteina con FX (Ruf et al.
(1999) Biochemistry 38:1957-1966).

Aunque los dominios Gla de las diferentes proteinas de plasma
dependientes de vitamina K muestran homologia dignificante, ellas se unen a

las membranas de fosfolipidos cargados negativamente con afinidad muy
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diferente, con constantes de disociactn (K4's) que vardan por nés de 1000
dobleces. El FVII humano muestra una de las afinidades més bajas para las
membranas de fosfolpidos entre estas proteinas (McDonald et al. (1997)
Biochemistry 36:5120-5127). Las interacciones precisas responsables de la
unin del dominio Gla al PS no son completamente entendidas, aunque parece
gue los residuos de aminaido individuales dentro de este dominio contribuyen
a las afinidades diferentes observadas. Estudios tempranos indicaron que hubo
una correlactn entre los aminacidos en las posiciones 10, 32 y 33 (con relactn a
la proteina de FVII madura) y afinidad total de membrana (McDonal et al, (1997)
Biochemistry 36:5120-5127). El arélisis de la mutacin subsecuente tambén ha
revelado que los residuos espedficos contribuyen a la afinidad de unin. Por
ejemplo, el reemplazo de la histidina en la posicin 10 de la forma madura de
proteina C con una prolina result en una reduccin de 3 dobleces en la afinidad
de membrana (Shen et al. (1997) Biochemistry 36:16025-16031).
Inversamente, la mutacin de residuos espedficos en el dominio Gla de las
proteinas de plasma dependientes de vitamina K puede producir las proteinas
con afinidad de membrana mayor, y funciones mejoradas. Los efectos de la
mutactn en ciertas posiciones dentro del dominio Gla, sin embargo, no son
necesariamente conservados entre las diferentes proteinas. Por ejemplo, la
mutactn de proteina C bovina por sustitucin de Q32E y N33D medd un
incremento amplio en la untn de membrana, mientras que las mutaciones
correspondientes en la proteina C de humano mostraron cambios minimos en la

unin. La mutacin arfloga de FVII humano (K32E) result en un incremento de 13
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dobleces en la afinidad de unitn en comparacin con la proteina de FVII de tipo
salvaje (Harvey et al. (2003) J Biol Chem 278:8363-8369).
a. Modificacion por medio de la introduccién de un
dominio Gla heterélogo

Debido a su afinidad a la unitn relativamente baja para las plaquetas
activadas, el dominio Gla de FVII es un objetivo para la modificactn, con el
propsito de mejorar la interaccin entre el FVII modificado y la membrana de
fosfolipidos, incrementando asi la actividad de coagulacin. La modificactn puede
ser efectuada por la sustituctn de amindcidos especificos que esén involucrados
en esta interaccin (ver por ejemplo, Shah et al. PNAS 95: 4429-4234, Harvey et
al. (2003) J Biol Chem 278:8363-8369). Alternativamente, la modificactn puede
ser efectuada por medio de la sustituctn de todo el dominio Gla con el dominio
Gla de otra proteina dependiente de vitamina K, es decir, un intercambio de
dominio Gla. Este tipo de modificacin resulta en una proteina quinéica, tal como
aguella que result cuando el dominio Gla de proteina C fue reemplazado con el
dominio Gla de FVII (Geng et al. (1997) Thromb Haemost 77:926-933).

Tipicamente, dicha modificacitn incluye la introduccin, tal como por adictn
0 sustituctn, de un dominio Gla hetedogo, o una porcitn suficiente del mismo
para efectuar la unin de fosfolipidos en una regin del poliggptido FVII para
generar un polipggptido FVII modificado quin&ico. Generalmente, dicho polipptido
FVII quin&ico retiene al menos una actividad de FVII. La unin y/o afinidad de
poliggptidos FVII de Gla modificado para las plaquetas activadas puede ser

aumentada por al menos aproximadamente 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%,
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9%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%,
400%, 500%, o més en comparacin con la unin y/o afinidad del poligptido FVII no
modificado o tipo salvaje bien sea in vivo o in vitro. La unin y/o afinidad por las
plaquetas activadas por los poliggptidos FVII modificados tambén puede ser
manifestado como actividad de coagulactn aumentada. La actividad de
coagulactn de los poliggptidos FVII modificados de Gla puede ser aumentada
por al menos o aproximadamente 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%,
10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400%,
500%, o nés en comparacin con la actividad de coagulacin del poliggtido FVII no
modificado o tipo salvaje bien sea in vivo o in vitro.

Un dominio Gla, o una porcin suficiente del mismo, contenido dentro de
cualquier poliggptido puede ser utilizado como una fuente de un dominio Gla
hetedlogo para la introduccin o reemplazo de una regin de un poliggtido FVII.
Tipicamente, dicho dominio Gla hetedogo exhibe afinidad de unitn para
fosfolipidos, por ejemplo, fosfolipidos presentes en la superficie de una plaqueta
activada. Generalmente, la seleccin de un dominio Gla heteblogo es una en la
cual se exhiba afinidad nés alta por fosfolipidos en comparacin con la afinidad
del dominio Gla de FVII. El dominio Gla exacto, o una porcitn suficiente del
mismo, utilizado como un dominio hetedogo para la modificactin de un
poliggptido FVII puede ser racionalmente o empiricamente determinado. Los
ejemplos de otros poliggtidos que contienen Gla incluyen, pero no se limitan a,
FIX, FX, protrombina, proteina C, proteina S, osteocalcina, proteina Gla de

matriz, proteina 6 especifica de detencin del crecimiento (Gas6), y proteina Z.
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Los dominios Gla de estas proteinas ejemplares se establecen en cualquiera de
las SEQ ID NOS:110-118, 120 y 121. Por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 20,
30, 40 o nés amindxidos contiguos, o el dominio Gla completo, de un dominio
Gla hetedlogo que puede ser introducido en un poligdptido FVII. Adicionalmente,
la introduccin del dominio Gla en un poligptido FVII tambén puede incluir
amingcidos adicionales que no son parte del dominio Gla del polipdptido
hetedogo siempre y cuando los amingtidos adicionales no debiliten
significativamente la habilidad de unin de fosfolpidos del dominio Gla
introducido.

En algunos ejemplos, la introducctn es por medio de la adicin del
dominio Gla al poliggptido FVII de modo tal que el dominio Gla hetedlogo es
insertado en el dominio Gla endigeno o en otra regin o dominio del poligptido
FVIl siempre y cuando el poligptido FVII modificado retenga al menos una
actividad del FVII. En dichos ejemplos, el dominio Gla nativo del poliggptido FVII
es retenido en el poligptido, aunque en algunos casos la secuencia de
amingcido que hace el dominio Gla nativo es interrumpida. En otros ejemplos,
el dominio Gla hetedbgo, o una porcitn suficiente del mismo, es insertado
adyacente a, bien sea en el &'mino N o C, del dominio Gla nativo de modo tal
gue el dominio Gla nativo no es interrumpido. En un ejemplo adicional, el
dominio Gla hetedogo, o una porcin suficiente del mismo, es insertado en otro
dominio del poliggptido FVII.

Adtambin se suministran los poligptidos FVII de dominio Gla modificado

donde todo o una porcitn contigua del dominio Gla endgeno de FVII es
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removido con un dominio Gla hetedlogo, o una porcin suficiente del mismo para
efectuar la unin de fosfoiipidos, siempre y cuando el poliggptido FVII modificado
retenga al menos una actividad de FVII. Dicha modificactn tambén es referida
como intercambio de dominio Gla. Por ejemplo, todo o una porcin del dominio
Gla de FVII, tal como se establece en la SEQ ID NO:119, que corresponde a
los amindgxidos 1-45 de la secuencia de aminaxidos establecida en la SEQ ID
NO:3, puede ser removida de un poligdtido FVII y reemplazado con un dominio
Gla hetedlogo, o una porcitn suficiente del mismo. La porctn hetedoga incluye
cualquier dominio Gla conocido para el experto en la materia que une a
fosfolipidos, incluyendo, pero no limitado a, un dominio Gla que tiene la
secuencia de aminoé&cidos establecidos en cualquiera de las SEQ ID NOS: 110-
118, 120 y 121. En algunos casos, una porcin suficiente de un dominio Gla, tal
como una porcin suficiente de cualquiera de las SEQ ID NO:110-118, 120 y
121 para efectuar la unin de fosfolipidos, puede reemplazas el dominio Gla
endgeno, 0 una porcin del dominio Gla endgeno, de FVII. Por ejemplo, el
dominio Gla de FVII puede ser intercambiado con el dominio Gla de la Proteina
C establecida en la SEQ ID NO:113. El poliggptido FVII modificado resultante
contiene un dominio Gla de la proteiha C seguida por su propia dominio de
EGF-1, EGF-2 y serina proteasa.

En algunos ejemplos, el dominio Gla hetedlogo contiene mutaciones que
ademés efectian la unin aumentada para las plaquetas activadas, debido la unin
aumentada de fosfolipidos. Por ejemplo, si el dominio Gla de la proteina C es

introducido para generar un poligptido FVII modificado, el dominio Gla de la
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proteiha C puede contener mutaciones de amindgcido que confieren unin
aumentada a fosfolipidos.

En otros ejemplos, el dominio Gla hetedogo puede contener mutaciones
adicionales que confieren funciones similares a FVII al dominio Gla. Por
ejemplo, como se not anteriormente, el R36 del dominio Gla de FVII
establecido en la SEQ ID NO:119 puede estar involucrado en las interacciones
con FX. Asd, el dominio Gla hetedogo puede contener modificaciones
adicionales, tales como cualquiera requerida para mantener una arginina en la
posicin 36 del polipgptido FVII maduro, como se establece en la SEQ ID NO:3, o
cualquier otra modificactn requerida para mantener las propiedades de
activactn de FX del poligptido FVII modificado (Ruf et al. (1999) Biochem
38:1957-1966). Por lo tanto, en algunos ejemplos, una mutactn que
corresponde a R36 puede ser hecha en el dominio Gla hetedlogo. La posicin
correspondiente puede ser determinada por una persona versada en la
materia, tal como mediante la alineacitn de secuencias de amingidos.

Como se describd ac@ anteriormente, un experto en la materia puede
empirica o racionalmente disdiar poliggptidos FVII modificados que contienen un
dominio Gla hetedlogo de modo tal que el poliggptido FVII resutante retiene al
menos una actividad de FVII. Tipicamente, dichos poligptidos FVII modificados
retienen su habilidad para unir y activar FX. En algunos casos, dichos
poliggptidos FVII modificados tambén retienen su habilidad para unir y activar
FIX. Los poligptidos FVII modificados de Gla incluyen aquellos que retienen su

habilidad para unirse a TF. Los poligptidos FVII modificados de Gla
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intercambiado tambén incluyen aquellos que tienen actividad intinseca
aumentada en la ausencia de TF: Adi, los poligptidos FVII modificados de Gla
resultantes incluyen aquellos que no unen TF o que unen TF de forma pobre en
comparacin con el FVlla de tipo salvaje. Tipicamente, dichos poligptidos FVII
modificados muestran una unin a fosfolipidos aumentada. En particular, dichos
polipgptidos FVII modificados exhiben una untn aumentada a la fosfatidilserina.
La untn aumentada a fosfolipidos puede ser ensayada en fosfolipidos aislados o
en la superficie de las plaquetas activadas. Dichos ensayos son tipicamente
llevados a cabo en una forma de cadena doble de FVII, tal como la forma
activada de FVII (FVlla).

Adse suministran poliggtidos FVII modificados que contienen un dominio
Gla hetedogo. Los ejemplos de dichos poliggtidos FVII modificados son
aquellos en los cuales el dominio Gla hetedlogo es reemplazado con todo o una
porcin del dominio Gla de cualquiera de FIX (SEQ ID NO:110), FX (SEQ ID
NO:111), trombina (SEQ ID NO:112), proteina C (SEQ ID NO:113) o proteina S
(SEQ ID NO:114). Dichos poligptidos FVII modificados pueden exhibir unin
aumentada a las plaquetas activadas, resultando en una actividad coagulante
aumentada. La Tabla 7 establece modificaciones ejemplares que pueden ser
hechas a un polipgptido FVII para reemplazar el dominio Gla endigeno con aquel
de FIX, FX, proteina C, proteina S o trombina. La tabla proporciona el nombre de
la modificacin (por ejemplo Gla Intercambio FX) y los detalles de la modificacin,
incluyendo las posiciones de aminagcido en las cuales el dominio Gla exbgeno es

insertado en el poligpbtido FVII, y la secuencia del dominio Gla exgeno. El
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identificador de secuencia (SEQ ID NO) tambgn se proporciona en el cual las
secuencias de amindcido ejemplares del poliggptido FVII modificado son
establecidas, y tamb#é cualquier nimero de identificactn de poliggptido. Por
ejemplo, la modificacn “Gla Intercambio FIX”
(AlY44delinsYNSGKLEEFVQGNLERECMEEKCSFEEAREVFENTERTTEFWK
QY) involucra la eliminacin del dominio Gla enddigeno mediante la eliminacin de
los residuos de amingkcido Al a Y44 (residuos que corresponden a un
polipptido FVII modificado maduro establecido en la SEQ ID NO:3) y la insercin
de residuos de aminaaddo 45 que corresponden a los residuos de aminaxido Y1
a Y45 del dominio Gla establecido en la SEQ ID NO:110. De forma similar, la
modificactn Gla Intercambio FX involucra la eliminactn de residuos de
amindcido Al a Y44 (residuos que corresponden a un poliggptido FVII maduro
establecido en la SEQ ID NO:3) y la insercin de residuos de aminatido 44 que
corresponden a Al a Y44 del dominio Gla FX establecido en la SEQ ID
NO:111. La modificacin Gla Intercambio Trombina involucra la eliminactn de
residuos de amindgcido Al a Y44 (residuos que corresponden a un poligptido
FVII maduro establecido en la SEQ ID NO:3) y la inserctn de residuos de
amingcido 44 que corresponde a los residuos de amindcido Y1 a Y44 del
dominio Gla de Trombina establecido en la SEQ ID NO:112. La modificacitn Gla
Intercambio Proteina C involucra la eliminactn de residuos de amindcido Al a
Y44 (residuos que corresponden a un poliggtido FVII maduro establecido en la
SEQ ID NO:3) y la insercitn de residuos de aminagcido 44 que corresponde a los

residuos de amincgcido A1 a H44 del dominio Gla de Proteina C establecido en
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la SEQ ID NO:113. La modificactn Gla Intercambio Proteina S involucra la
eliminacin de residuos de amingcido Al a Y44 (residuos que corresponden a
un poligptido FVII maduro establecido en la SEQ ID NO:3) y la insercin de
residuos de amindgcido 44 que corresponde a los residuos de amindcido Y1 a

Y44 del dominio Gla de Proteina S establecido en la SEQ ID NO:114.

Tabla 7
"No. De ID
Nombre de la Numeracién de la Numeracion de la de poli- SEQID
Modificacion Modificacién — FVII maduro Modificacién - quimotripsina péptido NO
A1Y44delinsYNSGKLEEFVQ | A[1]Y[44]delinsYNSGKLEEF | CB728 236
Gla '“tglfxcambio GNLERECMEEKCSFEEARE | VQGNLERECMEEKCSFEEA
| VFENTERTTEFWKQY REVFENTERTTEFWKQY .
A1Y44delinsANSFLEEMKKG | A[1]Y[44]delinsANSFLEEMK | CB729 237
Gla '”tg(cambio HLERECMEETCSYEEAREV | KGHLERECMEETCSYEEAR
| FEDSDKTNEFWNKY EVFEDSDKTNEFWNKY
| GlaIntercambio | A1Y44delinsANSFLEELRHSS | A[1]Y[44]delinsANSFLEELR | CB730 238
ProtC LERECIEEICDFEEAKEIFQN | HSSLERECIEEICDFEEAKEI
VDDTLAFWSKH FQNVDDTLAFWSKH
A1Y44delinsANSLLEETKQG | A[1]Y[44]delinsANSLLEETK | CB731 239
Gla Intercambio | N ERECIEELCNKEEAREVF | QGNLERECIEELCNKEEARE
Prot S ENDPETDYFYPKY VFENDPETDYFYPKY
A1Y44delinsANTFLEEVRKG | A[1]Y[44]delinsANTFLEEVR | CB732 240
Gla Intercambio | NLERECVEETCSYEEAFEAL | KGNLERECVEETCSYEEAF
Trombina ESSTATDVFWAKY EALESSTATDVFWAKY

Los poligptidos FVII modificados que contienen un dominio Gla hetedogo
pueden exhibir actividad coagulante aumentada en dosis né&s bajas en
comparacin con una mokcula de FVII de tipo salvaje, tal como NovoSever®,
debido a la untn y/o afinidad aumentada para las plaquetas activadas. La
actividad de coagulacin de los poliggtidos FVII modificados de Gla puede ser
aumentada por al menos o aproximadamente 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%,
8%, 9%, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%,
300%, 400%, 500%, o nmés en comparacin con la actividad de coagulacin del

polipggptido FVII no modificado o tipo salvaje bien sea in vivo, ex vivo o in vitro.
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3. Combinaciones y Modificaciones Adicionales

Adicional a la modificacin de los poliggptidos FVII para tener resistencia a
TFPI aumentada, resistencia aumentada a AT-Ill, actividad cataltica aumentada
dependiente de TF y/o independiente de TF, propiedades farmacociréticas
mejoradas, tales como vida media aumentada, y/o afinidad y/o untnaumentada
para membranas de fosfoipidos, los poliggptidos FVII modificados a&
suministrados tambén incluyen aquellos que exhiben nés de una de las
propiedades anteriormente mencionadas. Por ejemplo, un poligptido FVII
puede ser modificado de modo tal que el poligptido resultante muestra unin y/o
afinidad aumentada para fosfolipidos y també&n muestra resistencia
incrementada a TFPI. De acuerdo con esto, un poligptido FVII puede ser
modificado por la introduccin de un dominio Gla hetedlogo de otra proteina de
plasma dependiente de vitamina K y por sustituctn de uno o nmés de los
amingcidos en las posiciones 196, 197, 199, 237, 239, 290 o 342 con relacin al
polipgptido FVII maduro establecido en la SEQ ID NO:3.

Aden®s, cualquier poliggptido FVII modificado suministrado a@& tambén
puede contener una o né&s modificaciones descritas en el arte. Tipicamente,
dichas modificaciones adicionales son aquellas que resultan por si solas en una
actividad coagulante aumentada del poliggptido modificado y/o estabilidad
aumentada del poligptido. De acuerdo con esto, los poligptidos FVII
modificados resultantes exhiben una actividad coagulante aumentada. Las
modificaciones adicionales pueden incluir, por ejemplo, cualquier sustitucin,

supresin o insercin de amingcido conocida en el arte, tipicamente cualquiera
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que aumente la actividad y/o estabilidad coagulante del poliggptido FVII.
Cualquier polipgptido FVII modificado suministrado a@&puede contener 1, 2, 3, 4,
5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 o né&s modificaciones
adicionales de aminatido, siempre y cuando el poliggptido FVII modificado
retenga una actividad FVII del poligptido tipo salvaje o no modificado.

En un ejemplo, la modificactn adicional puede ser hecha a la secuencia
de polipgptido FVII de modo tal que su interaccin con otros factores, mokculas y
proteinas se altera. Por ejemplo, los residuos de aminacido que estn
involucrados en la interacctn con el factor de tejido (TF) pueden ser
reemplazados de modo tal que la afinidad del poliggptido FVII modificado para el
TF se aumenta. Otras modificaciones incluyen, pero no se limitan a, modificacin
de aminacidos que estn involucrados en interacciones con el factor X, factor 1X,
TFPIly AT-III.

Las modificaciones adicionales tambén pueden ser hechas a un
polipgptido FVII modificado a& suministrado que altera la conformacin o doblez
del poligptido. Estos incluyen, por ejemplo, el reemplazo de uno o nes
amingcidos con una cisteina de modo tal que una nueva unin de disulfuro se
forma, o modificaciones que estabilizan una conformacin de Hice a,
impartiendo asi la actividad aumentada al poliggptido FVII modificado.

Las modificaciones adicionales tambén pueden ser hechas al polipétido
FVII para llevar a cabo las modificaciones postranslacionales. Por ejemplo, el
poliggtido puede ser modificado para incluir sitios de glicosilactn adicionales de

modo tal que el poliggptido FVII modificado resultante tiene glicosilacitn
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aumentada en comparacin con un poligptido FVII no modificado. Las
modificaciones tamb#&é pueden ser hechas para introducir residuos de
amindcido que puedan ser subsecuentemente vinculadas a una porcin guimica,
tal como una que acta para aumentar la estabilidad del poligptido FVII
modificado. Un poligptido FVII tambén puede ser alterado mediante la
modificactn de los sitios de ruptura potenciales para las proteasas endigenas,
disminuyendo asi la degradactn del variante de FVila y aumentando la
estabilidad del poligptido FVII modificado.

Adicionalmente, las sustituciones, eliminaciones o0 inserciones de
amindcidos pueden ser hechas en el dominio Gla endgeno o hetedogo de
modo tal que el poligptido FVII modificado muestra unin y/o afinidad aumentada
por las membranas de fosfolipidos. En otros ejemplos, los poliggptidos FVII
modificados a@ suministrados pueden mostrar eliminaciones en lel dominio Gla
endigeno, o0 sustituciones en las posiciones que son normalmente gama-
carboxiladas (US20070037746).

Las siguientes secciones describen ejemplos no limitantes de
modificaciones ejemplares descritas en el arte para efectuar la estabilidad y/o
actividad coagulante mejorada de un poligptido FVII. Como se discutd
anteriormente, dichas modificaciones tambén pueden ser incluidas
adicionalmente en cualquier poliggptido FVII modificado a@& suministrado. Las
posiciones de amindgtido que se relacionan més adelante corresponden al
poliggptido FVII maduro establecido en la SEQ ID NO:3. Las mutaciones

correspondientes pueden ser hechas en otros poliggptidos FVII, tales como
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variantes aBicas, especies o empalmes del poliggptido FVII maduro establecido
en la SEQ ID NO:3.
a. Modificaciones que aumentan la actividad intrin ~ seca

En un ejemplo, modificaciones adicionales pueden hechas al polipptido
factor VII modificado a@ suministrado que resulta en actividad cataltica
aumentada hacia el factor X y/o factor IX. Por ejemplo, las modificaciones
pueden ser hechas a los aminacidos que estn involucrados en la interaccin con
su cofactor, TF, de modo tal que el poligptido FVII modificado resultante tiene
afinidad aumentada para TF, y por lo tanto muestra actividad aumentada hacia
FX y/o FIX. Las modificaciones tambén pueden ser hechas al bolsillo de
activactn del poligptido FVII, de modo tal que la actividad intinseca del
poliggptido FVII modificado hacia FX y/o FIX se aumenta en comparacin con la
actividad del poliggptido no modificado. Otra estrategia de modificacin que
resulta en actividad aumentada involucra la modificactn del poliggtido FVII de
modo tal que el doblez y conformacin de la proteina se altera a una forma nés
activa o un equilibrio entre conformaciones altamente activas e inactivas (o
menos activas) se cambia en favor de las conformaciones altamente activas.
Un poligptido nés activo tambén puede ser logrado por medio de la modificactn
de los aminaxidos involucrados en las cadenas B del poliggptido FVII. Por
ejemplo, las sustituciones de aminacido pueden ser hechas para introducir
nuevos pares de cisteiha que pueda formar nuevas uniones de disulfuro el cual

funciona para “bloquear” al poliggptido FVII modificado en una forma més activa.
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Los ejemplos de modificaciones adicionales que pueden ser incluidas en
los poligptidos FVII modificados suministrados a@ para aumentar la actividad
intinseca del poliggptido FVII modificado incluyen, pero no se limitan a, aquellas
descritas en Persson et al. (2004) Biochem J. 379:497-503, Maun et al. (2005)
Prot Sci 14:1171-1180, Persson et al. (2001) PNAS 98:13583-13588, Persson
et al. (2002) Eur J Biochem 269:5950- 5955, Soejima et al. (2001) J Biol Chem
276:17229-17235, Soejima et al. (2002) J Biol Chem 277:49027-49035,
W0200183725, W02002022776, W02002038162, W02003027147,
W0200338162, WO2004029090, WO2004029091, WO2004108763 vy
W02004111242. Los ejemplos no limitantes de las modificaciones ejemplares
de amindkcido descritas en el arte que pueden resultar en actividad intrinseca
aumentada del poligptido FVII modificado incluyen cualquiera de
S278C/V302C, L279C/N301C, V280C/V301C, S281C/V299C, S314E, L39E,
L39Q, L39H, 142R, S43Q, S53N, K62E, K62R, K62D, K62N, K62Q, K62T,
L65Q, L65S, F71D, F71Y, F71E, F71Q, F71N, P74S, P74A, A75E, A75D,
E77A, E82Q, E82N, T83K, El 16D, K157V, K157L, K157I, K157M, K157F,
K157W, K157P, K157G, K157S, K157T, K157C, K157Y, K157N, K157E,
K157R, K157H, K157D, K157Q, V158L, V158l, V158M, V158F, V158W,
V158P, V158G, V158S, V158T, V158C, V158Y, V158N, V158E, V158R,
V158K, V158H, V158D, V158Q, A274M, A274L, A274K, A274R, A274D,
A274V, A2741, A274F, A274W, A274P, A274G, A274T, A274C, A274Y, A274N,
A274E, A274H, A274S, A274Q, F275H, E296V, E296L, E2961, E296M, E296F,

E296W, E296P, E296G, E296S, E296T, E296C, E296Y, E296N, E296K,

16C



E296R, E296H, E296D, E296Q, M298Q, M298V, M298L, M298I, M298F,
M298W, M298P, M298G, M298S, M298T, M298C, M298Y, M298N, M298K,
M298R, M298H, M298E, M298D, R304Y, R304F, R304L, R304M, L305V,
L305Y, L305I, L305F, L305A, L305M, L305W, L305P, L305G, L305S, L305T,
L305C, L305N, L305E, L305K, L305R, L305H, L305D, L305Q, M306D,
M306N, D309S, D309T, S314A, S314V, S3141, S314M, S314F, S314W,
S314P, S314G, S314L, S314T, S314C, S314Y, S314N, S314E, S314K, S314R,
S314H, S314D, S314Q, D334G, D334E, D334A, D334V, D334l, D334M,
D334F, D334W, D334P, D334L, D334T, D334C, D334Y, D334N, D334K,
D334R, D334H, D334S, D334Q, S336G, S336E, S336A, S336V, S336l,
S336M, S336F, S336W, S336P, S336L, S336T, S336C, S336Y, S336N,
S336K, S336R, S336H, S336D, S336Q, K337L, K337V, K3371, K337M, K337F,
K337W, K337P, K337G, K337S, K337T, K337C, K337Y, K337N, K337E,
K.337R, K337H, K337D, K337Q, F374P, F374A, F374V, F374l, F374L, F374M,
F374W, F374G, F374S, F374T, F374C, F374Y, F374N, F374E, F374K, F374R,
F374H, F374D, F374Q, y sustituciones de las posiciones 300-322, 305-322,
300-312, o0 305-312 con los amingcidos correspondientes de tripsina, trombina
o FX, y sustituciones de las posiciones 310-329, 311-322 o 233-329 con los
amingcidos correspondientes de tripsina.
b. Modificaciones que aumentan la resistencia a
proteasas
Los poliggptidos FVII modificados a@ suministrados tambén pueden

contener modificaciones adicionales que resultan en resistencia aumentada del
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poliggptido a proteasas. Por ejemplo, las sustituciones de amindgcido pueden ser
hechas para remover uno o més sitios potenciales de ruptura proteoltica. Los
poliggptidos  FVII modificados pueden asi estar hechos nés resistentes a
proteasas, incrementando as la estabilidad y vida media al poligptido
modificado.

Los ejemplos de modificaciones adicionales que pueden ser incluidas en
los poliggptidos FVII modificados a@ suministrados para aumentar la resistencia
a proteasas incluyen, pero no se limitan a, aquellos descritos en la Patente de
Estados Unidos No. US5580560 o en las Solicitudes Internacionales
Publicadas Nos. WO01988010295 y WO02002038162. Los ejemplos no
limitantes de modificaciones ejemplares descritas en el arte que pueden
resultar en resistencia aumentada del poligptido FVII modificado a los
inhibidores y/o proteasas incluyen uno o né& de: K32Q, K32E, K32G, K32H,
K32T, K32A, K32S, K38T, K38D, K38L, K38G, K38A, K38S, K38N, K38H,
42N, 142S, 142A, 142Q, Y44N, Y44S, Y44A, Y44Q, F278S, F278A, F278N,
F278Q, F278G, R290G, R290A, R290S, R290T, R290K, R304G, R304T,
R304A, R304S, R304N, R315G, R315A, R315S, R315T, R315Q, Y332S,
Y332A, Y332N, Y332Q, Y332G, K341E, K341Q, K341G, K341T, K341A y
K341S.

C. Modificaciones que aumentan la afinidad por
fosfolipidos

La actividad coagulante de FVII puede ser mejorada por el aumento de

la untn y/o afinidad del poliggptido por los fosfolipidos, tal como aquellos
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expresados en la superficie de las plaguetas activadas. Por ejemplo, las
sustituciones adicionales de amindcido pueden ser hechas en posiciones
particulares en el dominio Gla endigeno de un poliggptido FVII que resulta en un
poliggptido FVII modificado con habilidad aumentada para unir fosfatidilserina y
otros fosfolipidos cargados negativamente. Por lo tanto, dichas modificaciones
tambén pueden ser incluidas en un poligptido FVII modificado suministrado a@,
dichos poligptidos FVII modificados poseen un dominio Gla endigeno, es decir,
no han sido todavia sujetos a modificactn que resulta en la sustitucin del
dominio Gla endgeno con otra proteina dependiente de vitamina K.

Los ejemplos de modificaciones adicionales para aumentar la unin y/o
afinidad de fosfolipidos y que pueden ser hechas a un poligptido FVII
modificado a@ suministrado que contiene un dominio Gla endigeno, incluyen,
pero no se limitan a, aquellos descritos en Harvey et al. (2003) J Biol Chem
278:8363-8369, US20030100506, US20040220106, US20060240526,
US6017882, US6693075, US6762286, W0O200393465 y W02004111242.
Ejemplos de dichas modificaciones incluyen uno o nés de; una insercin de una
tirosina en la posictn 4, o modificactn de uno o nmés de P10Q, P10E, P10D,
P10N, R28F, R28E, K32E, K32D, D33F, D33E, D33K A34E, A34D, A34l, A34L,
A34M, A34V, A34F, A34W, A34Y, R36D, R36E, K38E y K38D.

d. Modificaciones que alteran la glicosilacion

La alteracitn de los niveles de glicosilactn de una proteina ha sido descrita

en el arte como un medio parea reducir la inmunogenicidad, aumentar

estabilidad, reducir la frecuencia de la administracin y/o reducir los efectos
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secundarios adversos tales como inflamacimn. Normalmente, esto es llevado a
cabo por el aumento de los niveles de glicosilactn. Los sitios de glicosilacitn
suministran un sitio para la unitn de una porciin de carbohidrato en el poliggptido,
de modo tal que cuando el poliggtido es producido en una @ula eucariica
capaz de la glicosilactn, este es glicosilado.

Existen cuatro sitios de glicosilactn que ocurren normalmente en el FVII,
dos sitios de N-glicosilacin en N145 y N322, y dos sitios de O-glicosilactn en
S52 y S60, que corresponden a las posiciones de amindgcido en el polipgptido
FVII maduro establecido en la SEQ ID NO:3. En una modalidad, las
modificaciones adicionales pueden ser hechas a un poliggtido FVII modificado
suministrado a@& de modo tal que la glicosilactn en los sitios anteriores se
perturba. Esto puede resultar en un poligptido FVII modificado con actividad
coagulante aumentada (ver, por ejemplo, WO2005123916). Los ejemplos no
limitantes de modificaciones ejemplares descritas en el arte que pueden
resultar en glicosilacin reducida y actividad aumentada del poligptido FVII
modificado en comparacin con un poliggptido FVII no modificado incluyen, pero
no se limitan a; N145 Y, N145G, N145F, N145M, N145S, N145l, N145L,
N145T, N145V, N145P, N145K, N145H, N145Q, N145E, N145R, N145W,
N145D, N145C, N322Y, N322G, N322F, N322M, N322S, N322I, N322L,
N322T, N322V, N322P, N322K, N322H, N322Q, N322E, N322R, N322W vy
N322C.

En otra modalidad, las modificaciones adicionales pueden ser hechas a

la secuencia de aminatido de los poligptidos FVII modificados a@ suministrado
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de modo tal que los sitios adicionales de glicosilactn son introducidos,
aumentando asi el nivel de glicosilactn del poligptido FVII modificado en
comparacin con un poliggtido FVII no modificado. El sitios de glicosilacitn puede
ser un sitio de glicosilactn N-vinculado o O-vinculado. Los ejemplos de las
modificaciones que pueden ser hechas a un poliggptido FVII que introduce uno o
nés nuevos sitios de glicosilactn incluyen, pero no se limitan a, aquellos que son
descritos en US6806063 y W0200393465. Los ejemplos no limitantes de
modificaciones ejemplares descritas en el arte que pueden resultar en
glicosilactn aumentada del poliggptido FVII modificado en comparacin con un
poliggptido FVII no modificado incluyen, pero no se limitan a; F4S, FAT, P10N,
Q21IN, W41IN, S43N, A51N, G58N, L65N, G59S, G59T, E82S, E82T, N95S,
NO5T, G97S, G97T, Y101N, D104N, T106N, K109N, G117N, G124N, S126N,
T128N, A175S, A175T, G179N, 1186S, 1186T, V188N, R202S, R202T, 1205S,
1205T, D212N, E220N, 1230N, P231N, P236N, G237N, V253N, E265N, T267N,
E270N, R277N, L280N, G291N, P303S, P303ST, L305N, Q312N, G318N,
G331N, D334N, K337N, G342N, H348N, R353N, Y357N, I361N, V376N,
R379N, M391N, K32N/A34S, K32N/A34T, F31N/D33S, F31N/D33T,
I30N/K32S, I30N/K32T, A34N/R36S, A34N/R36T, K38N/F40S, K38N/F40T,
T37N/L39S, T37N/L39T, R36N/K38S, R36N/K38T, L39N/W41 S, L39IN/W4ALT,
FA0N/142S, FAON/I42T, 142N/ Y44S, 142N/ Y44T, Y44N/D46S, Y44N/ D46T,
D46N/D48S, D46N/D48T, G47N/Q49S, G47N/Q49T, KI143N/ N145S,
K143N/N145T, E142N/R144S, E142N/R144T, L141N/K143S, L141N/K143T,

[140N/E142S/, 1140N/E142T, R144N/A146S, R144N/A146T, A146N/K148S,
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A146N/K148T, S147N/P149S/, S147N/P149T, R290N/A292S, R290N/A292T,
D289N/G291S, D289N/G291T, L288N/R290S, L288N/R290T, L287N/D289S,
L287N/D289, A292N/A294S, A292N/A294T, T293N/L295S, T293N/L295T,
R315N/V317S, R315N/V317T, S314N/ K316S, S314N/ K316T, Q313N/ R315S,
Q313N/ R315T, K316N/G318S, K316N/G318T, V317N/D319S, V317N/D319T,
K341 N/ D343S, K341N/ D343T, S339N/K341S, S339N/K341T, D343N/G345S,
D343N/G345T, R392N/E394S, R392N/E394T, L390N/ R392S, L390N/ R392T,
K389N/M391S, K389N/M391T, S393N/P395S, S393N/P395T, E394N/R396S,
E394N/R396T, P395N/P397S, P395N/P397T, R396N/G398S, R396N/G398T,
P397N/V399S, P397N/V399T, G398N/L400S, G398N/L400T, V399N/L401S,
V399N/L401T, L400N/R402S, L400N/R402T, L401N/A403S, L401N/A403T,
R402N/P404S, R402N/P404T, A403N/F405S, A403N/F405T, P404N/P406S y

P404N/P406T.
e. Modificaciones para facilitar la vinculacién delL grupo

guimico

Las modificaciones adicionales de un poligptido FVII modificado ac&
suministrado tambén pueden ser hechas para facilitar la vinculacitn subsecuente
de un grupo quimico. Una o nés sustituciones o inserciones de amindkido
pueden ser hechas de modo tal que un grupo quimico puede ser vinculado a un
poliggptido FVII modificado por medio del amincdcido sustituido. Por ejemplo, una
cisteina puede ser introducida a un poligptido FVII modificado, al cual se puede
vincular una porctn de polietilenglicol (PEG) para conferir estabilidad y vida

media de suero aumentadas. Otros residuos de unin incluyen lisina, &ido
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aspatico y residuos deé&cido glutimico. En algunas modalidades, los residuos de
amindcidos son reemplazados para reducir el nimero de posiciones de
vinculacin potencial. Por ejemplo, el nimero de lisinas puede ser reducida. Los
ejemplos de modificaciones que pueden ser hechas a la secuencia de
amincgcido de un poligptido FVII el cual puede facilitar la vinculactn subsecuente
con un grupo quimico incluye, pero no se limita a, aquellos que se describen en
US20030096338, US20060019336, US6806063, W0200158935 y
WQ02002077218. Los ejemplos no limitantes de modificaciones ejemplares de
polipgptidos FVII que pueden facilitar la vinculactn subsecuente con un grupo
quimico incluyen, pero no se limitan a; Q250C, R396C, P406C, 142K, Y44K,
L288K, D289K, R290K, G291K, A292K, T293K, Q313K, S314K, R315K,
V317K, L390K, M391K, R392K, S393K, E394K, P395K, R396K, P397K,
G398K, V399K, L400K, L401K, R402K, A403K, P404K, F405K, 130C, K32C,
D33C, A34C, T37C, K38C, W41C, Y44C, S45C, D46C, L141C, E142C, K143C,
R144C, L288C, D289C, R290C, G291C, A292C, S314C, R315C, K316C,
V317C, L390C, M391C, R392C, S393C, E394C, P395C, R396C, P397C,
G398C, V399C, L401C, R402C, A403C, P404C, 130D, K32D, A34D, T37D,
K38D, W41D, Y44D, S45D, D46C, L141D, E142D, K143D, R144D, L288D,
R290D, G291D, A292D, Q313D, S314D, R315D, K316D, V317D, L390D,
M391D, R392D, S393D, P395D, R396D, P397D, G398D, V399D, L401D,
R402D, A403D, P404D, 130E, K32E, A34E, T37E, K38E, W41E, Y44E, SA5E,
D46C, L141E, E142E, K143E, R144E, L288E, R290E, G291E, A292E, Q313E,

S314E, R315E, K316E, V317E, L390E, M391E, R392E, S393E, P395E,
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R396E, P397E, G398E, V399E, L401E, R402E, A403E, P404E, K18R, K32R,
K38R, K62R, K85R, K109R, K137R, K143R, K148R, K157R, K161R, K197R,
K199R, K316R, K337R, K341R, K389R, K18Q, K32Q, K38Q, K62Q, K85Q,
K109Q, K137Q, K143Q, K148Q, K157Q, K161Q, K197Q, K199Q, K316Q,
K337Q, K341Q, K389Q, K18N, K32N, K38N, K62N, K85N, K109N, K137N,
K143N, K148N, K157N, K161N, K197N, K199N, K316N, K337N, K341N,
K389N, K18H, K32H, K38H, K62H, K85H, K109H, K137H, K143H, K148H,
K157H, K161H, K197H, K199H, K316H, K337H, K341H y K389H.
f. Ejemplos de modificaciones de combinacion

A& se suministrar poliggptidos FVII modificados que tienen dos o nés
modificaciones disdiadas para afectar una o més propiedades o actividades de
un poligptido FVII no modificado. En algunos ejemplos, las dos o n&s
modificaciones alteran dos o nés propiedades o actividades del poligptidos FVII.
Las modificaciones pueden ser hechas a los poliggtidos FVII de modo tal que
una o més de resistencia a TFPI, resistencia a AT-lll, actividad intrinseca,
actividad amidoilitica, activiada catalitica (en la presencia o ausencia de TF), unin
ylo afinidad a fosfolipidos, glicosilactn, resistencia a proteasas, vida media e
interaccin con y/o activacitn de otros factores o mokculas, tales como FX y FIX,
es alterado. Tipicamente, las dos o més modificaciones son combinadas de
modo tal que el poliggptido FVII modificado resultante tiene actividad coagulante
aumentada, duractn reducida de la actividad de coagulacitn, y/o un indice
terapdutico mejorado en comparacin con un poligptido FVII no modificado. El

poliggtido FVIla modificado puede exhibir un inicio més épido de actividad
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coagulante bien sea in vitro, ex vivo, o in vivo. Las modificaciones pueden
incluir sustituctn, insercin o eliminactn de amingkido. La actividad coagulante
mejorada, duractn aumentada de actividad coagulante, inicio incrementado de
actividad coagulante, y/o indice terapfutico mejorado del poliggptido FVII
modificado que contiene dos o né&s modificaciones puede ser aumentada por al
menos o0 aproximadamente 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 20%,
30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 1 10%, 120%, 130%, 140%,
150%, 160%, 170%, 180%, 190%, 200%, 300%, 400%, 500%, o més en
comparacin con la actividad del poliggptido FVlla iniciador o no modificado.
A@se suministran poliggptidos FVII modificados que contienen dos o nés
modificaciones que son introducidas en un poliggtido FVII no modificado para
alterar dos o nés actividades o propiedades. Los poligptidos FVII modificados
pueden contener 2, 3, 4, 5, 6 o més modificaciones. Adengs, cada modificacitn
puede involucrar uno o nés residuos de amindcido. Por ejemplo, un poligptido
FVII modificado puede contener dos modificaciones cada una de las cuales es
una sustitucion simple de amingcido. En otro ejemplo, un poligptido FVII
modificado puede contener dos modificaciones, una de las cuales es una
sustituctn simple de amingcido y la otra involucra la eliminactn de més de un
residuo de aminaxcido y luego la inserctn de nmés de un residuo de amingido.
Por ejemplo, un poligptido FVII modificado a@& suministrado puede contener la
sustituctn de amindcido M298Q (residuos que corresponden a un poligptido
FVII maduro establecido en la SEQ ID NO:3) para aumentar la actividad

intinseca y una modificactn Gla Intercambio FIX, la cual involucra la eliminacin
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del dominio Gla de FVII endigeno mediante la eliminactn de los residuos de
amindcido Al a Y44 (residuos que corresponden a un poliggptido FVII maduro
establecido en la SEQ ID NO:3) y la insercitn de 45 residuos de amindcido que
corresponden a los residuos de aminacido Y1 a Y45 del dominio Gla de FIX
establecido en la SEQ ID NO:110.

Los polipggptidos FVII modificados a@ suministrados pueden tener dos o
nmés modificaciones seleccionadas tnicamente de aquellas establecidas en las
Tablas 5 a 8. En otros ejemplos, el poliggptido FVII modificado contiene dos o
nmés modificaciones donde una o nés modificaciones se seleccionan de aquellas
establecidas en las Tablas 5 a 8 y una o més modificaciones son modificaciones
adicionales que no se establecen en las Tablas 5 a 8, tales como, por ejemplo,
modificaciones descritas en el arte. En algunos ejemplos, las modificaciones
adicionales pueden ser seleccionadas de aquellas establecidas en la Seccin
D.3.a-e arriba. Por ejemplo, un poligptido FVII modificado puede contener una
modificactn en uno o nés residuos de amincgcido D196, K197, K199, G237,
T239, R290 o K341 con base en la numeracin de un FVII maduro establecido
en la SEQ ID NO:3 (que corresponde a D60, K60a, K60c, G97, T99, R147 y
K192, respectivamente, con base en numeracin de quimotripsina), la cual
puede aumentar la resistencia al TFPI, y una modificactn de uno n#és residuos
de amindgxido que afectan la actividad intrinseca, tal como, por ejemplo, V158 y
M298, (V21 y M156, respectivamente, con base en la numeracin de
quimotripsina). Por ejemplo, un poliggptido FVII modificado puede contener dos

sustituciones de aminaxcido que aumentan la resistencia a TFPI, tal como
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K197E y G237V, y una sustituctn de amindcido que aumenta la actividad
intinseca, tal como M298Q, que resulta en un poligptido FVII con actividad
coagulante incrementada.

Las modificaciones de combinactn ejemplares no limitantes se
suministran en la Tabla 9. Estas modificaciones de combinacitn ejemplares
incluyen dos o nés modificaciones que son disdiadas para alterar dos o nés
actividades o propiedades de un poligptido FVII, incluyendo, pero no limitado a,
resistencia a TFPI, resistencia a AT-Ill, actividad intrinseca, actividad amidoliica,
activiada catalitica (en la presencia y/o ausencia de TF), untn o afinidad a
fosfolipidos, glicosilactn resistencia a proteasas, vida media e interaccin con y/o
activacin de otros factores o mokculas, tales como FX y FIX. Los poliggptidos
FVII modificados que contienen dichas modificaciones de combinacitn pueden
tener actividad coagulante aumentada, duracin aumentada de actividad
coagulante, inicio aumentado de actividad coagulante y/o un indice terapautico
mejorado. Las modificaciones establecidas en la Tabla 8 a continuacin usan los
mismos sistemas de nomenclatura y numeracin como se describen en las
Tablas 5 a 7, anteriores. Por ejemplo, la modificactn “Gla Intercambio FIX)
involucra la eliminacitn del dominio Gla de FVII endigeno mediante la eliminacin
de residuos de aminaaddo Al a Y44 (residuos que corresponden a un polipptido
FVII maduro establecido en la SEQ ID NO:3) y la insercitn de 45 residuos de
aminaido que corresponden a los residuos de aminacido Y1 a Y45 del dominio
Gla de FIX establecido en la SEQ ID NO:100, como se describdanteriormente.

Las posiciones de aminaxido corresponden a posiciones de amindgcido de un
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poliggptido FVII maduro como se establece en la SEQ ID NO:3 y también estn
relacionadas por el esquema de numeracin de quimotripsina. En la Tabla 9 nés
adelante, el identificador de secuencia (SEQ ID NO) es identificado en el cual
las secuencias de amindgcido ejemplares del poliggptido FVII modificado se

establecen, y també#n cualquier nmero de identificaciin de poligptido.

Tabla 8
Modificacion — Modificacion — Ndmero -
numeracion de FVII numeracioén de . ID de SEQ D
maduro quimotripsina Poli- NO
péptido .

V158D/G237V/E296V/M298Q V21D/G97V/E154VIM156Q CB669 241
K197E/G237V/M298Q - | K60aE/G97V/M156Q CB690 - - 242
K197E/G237VIM298Q/K341Q - | K60aE/G97V/IM156Q/K 192Q - | CB692 - 243
K197E/K199E/G237V/M298Q)/ K60aE/K60cFJG97V/M1_56Q/ CB693 244
K341Q° - | K192Q '. _
G237V/IM298Q) - G97V/M156Q) ' - . | CB695 245
G237V/IM298Q/K341Q) | G9TVMI56Q/K192Q . 1 CB696 246
M298()/Gla Swap FIX | M156Q/Gla Swap FIX: - | CB850 247
K197E/M298Q) : K60aE/M156Q _ - 1 CB902 . 248 -
M298Q/K341D ‘M156Q/K192D CB945 249

E. Disefio y Métodos para Modificar FVII

A& se suministran poliggptidos FVII modificados. Los poligptidos FVII son
modificados de modo tal que ellos exhiben alteraciones en una o nés
actividades o propiedades en comparacin con un polipgptido FVII no modificado.
Las actividades y propiedades que pueden ser alteradas como resultado de la
modificactn incluyen, pero no se limitan a, coagulactn o actividad coagulacin;
actividad procoagulante; actividad proteolitica o catalitica tal como actividad que
efectia la activactn del factor X (FX) o la activactn del factor IX (FIX);
antigenicidad, tal como la evaluada por la habilidad de unirse o competir con un
poliggptido para unirse a un anticuerpo anti-FVII; habilidad para unir factor de
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tejido, factor X o factor IX; habilidad para unir a fosfolipidos; vida media;
estructura tridimensional; pl; y/o conformactn. Entre los poligptidos FVII
modificados a@ suministrados se encuentran aquellos que tienen actividad
coagulante aumentada. Entre estos se encuentran aquellos cuyo incremento en
la actividad coagulante resulta de o involucra resistencia aumentada del FVII
modificado a TFPI, resistencia aumentada a AT-lll, propiedades
farmacociréticas mejoradas, tales como vida media aumentada, actividad
catalitica aumentada, y/o unin aumentada a plaquetas activadas. Los n&odos
ejemplares para identificar dichos poliggptidos FVII modificados y los poligptidos
modificados se suministran a@ Por ejemplo, un poligdgptido FVII modificado que
exhibe resistencia aumentada a TFPI, resistencia aumentada a AT-IIl y/o unin
aumentada a las plaquetas activadas puede ser generado racional o
empiricamente por: (a) orientactn de forma racional de sitios que son
contemplados para estar involucrados en dichas propiedades o, (b) probar
empiricamente los poligptidos FVII modificados en ensayos funcionales para la
resistencia a TFPI, resistencia a AT-lll, propiedades farmacociréicas
mejoradas, tales como vida media aumentada, y/o unin mejorada a fosfolipidos
o plaguetas activadas. En varios casos, una combinacin de aproximaciones de
disdo racionales y empiricas puede ser utilizada para generar poliggptidos FVII
modificados.

Una vez se identifica un dominio, regtn o amindcido para la modificactn
usando una aproximacin racional o empirica, cualquier m&odo conocido en el

arte para llevar a cabo la mutactn de cualquier amingcido en una proteina
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objetivo puede ser empleado. Los n&odos incluyen mutagnesis estndar dirigida
a sitio (que usa por ejemplo, un kit, tal como un kit tal como QuikChange
disponible de Stratagene) de mokculas de &cido nucleico codificador, o por
n&odos de sintesis de polipggptido de fase dida. Adicionalmente, las proteinas
guinéricas modificadas ac& suministradas (es decir, intercambio de dominio Gla)
pueden ser generadas por €cnicas de ADN recombinante de rutina. Por
ejemplo, los polipggptidos quing&icos pueden ser generados usando enzimas de
restriccin y metodologias de coagulacin para la subclonacitn de rutina de los
componentes de poligptido quinéico deseados. Una vez identificados y
generados, los poliggptidos FVII modificados pueden luego ser evaluados para
actividad, tal como actividad catalitica o actividad coagulante, que usan uno o
nés de varios ensayos conocidos en el arte o descritos nmés adelante.

1. Racional

En algunos ejemplos, los poligptidos FVII modificados a@ suministrados
son disdiados por modificacitn racional para aumentar la actividad coagulante.
En dicho n&odo, los dominios, regiones o aminacidos responsables por la
actividad de un poligptido son conocidos o pueden ser determinados
racionalmente. Por ejemplo, varias bases de datos en el dominio phblico
suministran informacin de secuencia y de dominio relacionada con el FVII tipo
salvaje (ver, por ejemplo, el servidor ca.expasy.org de ExPASy Proteomics).
Otra informacin en el dominio pblico puede ser accedida para determinar los
amingidos, regiones y/o dominios en un poligptido FVII que estn involucrados

en una interaccin o actividad espedfica. Dichas fuentes incluyen, por ejemplo,
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revistas cientfficas, bases de datos de secuencia y funcin, o bases de datos de
patentes. En algunos casos, la evidencia directa puede ser utilizada para
determinar la influencia de uno o nés aminatidos en una interaccin o actividad
dada. En otros ejemplos, esto es extrapolado de, por ejemplo, evidencia o
informactn relacionada con las proteinas que muestran actividades y/o
interacciones similares. En dichos ejemplos, esos amingcidos que son
responsables por la actividad o interacctn en las proteinas relacionada pueden
ser utilizados para determinar cuales son los amindgcidos correspondientes en
el poliggptido FVII mediante la alineactn del poligptido relacionado con el
poliggptido FVII, con base en las similitudes de secuencia y/o estructurales. Por
lo tanto, los amindcidos en el poligptido FVII que es#n involucrados en la
actividad o interacctn dada pueden ser determinados. Adicionalmente, el
modelo de homologia puede ser utilizado para pronosticar residuos que juegan
papeles importantes en la formacitn y/o estabilizactn de interacciones de
proteina/proteina, y esta informacitn puede ser utilizada para disdiar variantes con
propiedades mejoradas.

Una vez se determinan los dominios, regiones y/o amingcidos
responsables por la actividad de un poligptido FVII, ellos pueden ser
modificados de modo tal que las modificaciones son pronosticadas para
resultar en actividad coagulante aumentada del poliggptido. Esto puede ser
llevado a cabo de varias formas dependiendo de la actividad o interacctn que

est dirigida. En algunos ejemplos, una o més sustituciones, inserciones o
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eliminaciones de amindkido pueden ser hechas para incrementar la afinidad del
FVII modificado por otras proteinas o mokculas.

En un ejemplo, las modificaciones pueden ser hechas para cualquier
dominio, regin o amindgcido de modo tal que la afinidad o interaccin del FVII
modificado por otras proteinas es alterado, es decir aumentado o disminuido
dependiendo en la interaccin objetivo a ser modificada. Para llevar a cabo dicha
modificactn, los dominios, regiones y/o amindcidos involucrados o
contemplados a estar involucrados en dicha interaccin son conocidos o pueden
ser determinados racionalmente. Por ejemplo, un FVII modificado puede ser
disdiado racionalmente para tener una interacctn reducida con una proteina
inhibitoria, tal como TFPI o AT-Ill, para aumentar la actividad coagulante del
poliggptido FVII modificado. Un né&odo para disdiar racionalmente un poligptido
FVII para tener una interaccin reducida con FTPI se establece en el Ejemplo 1.
Aproximaciones similares pueden ser desarrolladas para incrementar o reducir
la interacctn de FVII con cualquier otro poligptido para el cual el FVII es
conocido para interactuar o unirse.

Por ejemplo, el FVII fue modificado para mostrar resistencia aumentada
al TFPI. El TFPI, en un complejo con FXa, se une al complejo TF/FVlla para
formar un complejo cuaternario en el cual la actividad catalitica del FVlla se
inhibe. El primer dominio de Kunitz de TFPI-1 (TFPI-1 K1) es el dominio que es
responsable por la interaccin con, e inhibicin de, FVlla. La identificacin de los
residuos de amindido de FVII que estn involucrados en esta interaccin facilita

el diséo de polipggptidos FVII que son resistentes al TFPI. Varias aproximaciones
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pueden ser utilizadas para determinar cuales residuos de amindgcidos en FVII
estn involucrados en esta interaccin, incluyendo, pero no limitado a,
mutagnesis, aproximaciones de escaneado, y disdo racional tal como
modelado por computador. La estructura de cristal del FVIla en complejo con
TFPI puede ser utilizada como base para determinar los residuos de contacto.
Alternativamente, y como estidescrito en el Ejemplo 1, donde no hay disponible
una estructura de cristal, el modelado por computador puede ser generado a
través de una serie de alineaciones y extrapolaciones de estructuras y
secuencias conocidas de proteinas relacionadas y sus interacciones entre si.
Los resultados del modelado por computador pueden ser utilizados para
identificar los residuos que es#n involucrados directamente con una proteina
objetivo deseada, tal como por ejemplo, TFPI, y/o aquellos residuos que es#n
involucrados directamente en la interaccin, por ejemplo, debido a la proximidad
a los residuos de contacto. Por ejemplo, usando los resultados del modelado
por computador como se establecen en el Ejemplo 1, una alineactn de los
primeros dominios de Kunitz de TFPI-1 y TFPI-2 fue realizado para determinar
cuales eran los residuos de “contacto” correspondientes en el TFPI-1 (Figura
5b). Los amindkidos de reemplazo pueden ser identificados con el fin de alterar
la interaccin del poligptido FVII con la proteina objetivo. Los aminacidos de
reemplazo pueden ser hasta 19 otros aminéddos que ocurren naturalmente, asi
como aminagcidos “no naturales”. Alternativamente, dichos amindgcidos de
reemplazo pueden ser identificados por mutaghnesis in silico con base en

higitesis racionales de la interaccin. El ejemplo 1 establece una aproximacin in
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silico para la identificactn de amingcidos de reemplazo por los cuales el ardlisis
del modelado por computador reveb residuos involucrados en electrostica
complementaria entre el Factor FVII y el TFPI-1 K1. Por ejemplo, el D60
cargado negativamente de FVII (por numeracitn de quimotripsina) parece estar
involucrado en una interaccin electrosttica con el R20 cargado negativamente
de TFPI-1. Este residuo es por lo tanto un candidato para la mutagnesis de
modo tal que la complementariedad electrosttica con R20 de TFPI es abolida,
generando asi un poligptido FVII modificado que tiene resistencia aumentada a
TFPI. Esto puede ser efectuado por las sustituciones de inversin de cambio o
neutralizactn de cambio. Por ejemplo, una sustituctn de amindcido puede ser
hecha para reemplazar el&cido aspatico cargado negativamente con una lisina
cargada positivamente. Dicha sustitucin de inversin de cambio establece una
interacctn repulsiva carga-carga en este sitio, e interfiere con la untn e
interacctn de TFPI con FVlla. En otro ejemplo, el D60 cargado negativamente
de FVII puede ser reemplazado con una arginina késica para negar la
complementariedad electrosttica positiva con R20 de TFPI e introducir una
interaccin desfavorable. Dichas modificaciones disdiadas racionalmente pueden
ser hechas a uno o nes residuos de FVII que son determinados para estar
involucrados en contacto directo o indirecto y la interaccin con residuos de
TFPI.

En otro ejemplo, las modificaciones racionales de un poliggptido FVII
pueden ser hechas con base en funciones conocidas de dominios o regiones

del poligptido. Por ejemplo, el dominio Gla de FVII es conocido por ser
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responsable por la unith de FVlla a fosfolipidos, tales como aquellos mostrados
en las plaquetas activadas, aunque muy dbilmente. Otras proteinas
dependientes de vitamina K, tales como por ejemplo, FIX, FX, protrombina,
proteina C y proteina S, tambén poseen dominios Gla para efectuar la untn de la
proteina a los fosfolipidos cargados negativamente, en varios casos con una
afinidad mucho mayor que la del dominio Gla del FVII. La introduccin de un
dominio Gla hetedogo en un poligptido FVII es contemplada para aumentar la
afinidad del FVII por los fosfolipidos, en comparacin con aquel de FVII (y FVila).
Por lo tanto, en un ejemplo, el dominio Gla de FX, o una porcin suficiente del
dominio Gla de FX para efectuar la unin de fosfolipidos, puede ser introducida
en un polipggptido FVII para generar un poliggptido FVII modificado quiméico.

Si es necesario, una combinactn de n&odos racionales y empiricos puede
ser utilizada para disdar un poligptido FVII. Por ejemplo, la untn de poligptidos
que contiene dominio Gla puede ser probada y controlada para identificar
cuales poliggptidos exhiben la nés alta unin y/o afinidad a fosfolipidos, tal como
por ejemplo, en superficies de plaquetas. Alternativamente o adicionalmente,
una serie de poligptidos FVII que contienen introduccin de varios dominios Gla
hetedogos, o porciones suficientes de los mismos, pueden ser probados para
determinar cuales poliggptidos quiméicos exhiben la nés alta afinidad y/o unin a
fosfolipidos.

2. Empirico (es decir, proyeccion)

Los poliggptidos FVII modificados tambén pueden ser generados

empiricamente y luego probados o controlados para identificar aquellos que
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tienen la actividad o propiedad particular contemplada. Por ejemplo, los
poliggtidos FVII modificados pueden ser generados por medio la mutactn de
uno o més residuos de amindgido de un poligptido FVII usando cualquier método
comnmente conocido en el arte (ver tambén la solicitud de EEUU publicada No.
2004/0146938). Dichos poligptidos FVII modificados pueden ser probados en
ensayos funcionales de coagulacitn para determinar si ellos son Exitos” para
aumentar la actividad coagulante. Loséxitos pueden ser adenss probados para
determinar si ellos muestran resistencia aumentada a inhibidores tales como
TFPI o AT-Ill y/o visualizar untn aumentada a fosfolipidos o propiedades
farmacociréticas mejoradas, tales como vida media aumentada, usando
cualquiera de los ensayos a@ descritos o conocidos para los expertos en la
materia.

Los ejemplos de nétodos para mutar FVII incluyen métodos que resultan
en una mutagnesis aleatoria a lo largo de toda la secuencia o m&todos que
resultan en mutagnesis enfocada de una regitn o dominio selecto de la
secuencia de FVII. En un ejemplo, el mero de mutaciones hechas al polipptido
esl,23,45,6,7,8,9, 10,11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 30, 40 o n¥s.

a. Mutagénesis Aleatoria

Cualquier variedad de las aproximaciones generales para la evolucin de
la proteina dirigida con base en mutagnesis puede ser empleada. Cualquiera de
estas, sola o en combinacitn puede ser utilizada para modificar un poliggptido tal
como FVII para lograr una propiedad deseada. Dichos n&odos incluyen

mutagnesis aleatoria, donde los amindcidos en la secuencia de proteina inicial
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son reemplazados por todos (o0 un grupo) de 20 amingcidos naturales (asi como
amino &idos no naturales) bien sea en reemplazos simples o mitiples en
diferentes posiciones de amindcido en la misma mokcula, al mismo tiempo. Otro
né&odo, mutaginesis aleatoria restringida, introduce bien sea todos o algunos de
los 20 amingkidos naturales (asi como amindgcidos no naturales) o residuos
parciales de ADN. La parcialidad se basa en la secuencia del ADN y no en la
de la proteina en una forma esto@stica 0 semi-esto@stica, respectivamente,
dentro de regiones restringidas o predefinidas de la proteiha conocida en
avance para estar involucrada en la actividad biobgica que es “evolucionada”.
Mitodos ejemplares para modificar una proteasa se describen en la Solicitud de
EEUU No. 10/677,977, incorporada a@ por referencia es su totalidad.
Adicionalmente, cualquier m&odo conocido en el arte puede ser utilizado para
modificar o alterar una secuencia de poliggptido de proteasa, tal como un
poliggptido FVII de proteasa.

Los n&odos de mutaghesis aleatoria incluyen, por ejemplo, el uso de E.
coli XL1red, radiactn UV, modificactn quimica tal como por desaminacin,
alquilactn, o mutgenos ardogos base, o m&todos PCR tales como arrastramiento
de ADN, mutagnesis de cinta, mutagnesis aleatoria dirigida de sitio, o propenso
al error PCR (ver por ejemplo, la Solicitud de EEUU No.: 2006-0115874).
Dichos ejemplos incluyen, pero no se limitan a, modificactn quimica por
hidroxilamina (Ruan, H., et al. (1997) Gene 188:35-39), el uso de dNTP arélogos
(Zaccolo, M., et al. (1996) J. Mol. Biol. 255:589-603), o el uso de kits de

mutagnesis aleatoria disponibles comercialmente tales como, por ejemplo, kits
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GeneMorph de mutaghesis aleatoria basados en PCR (Stratagene) o kits de
mutagnesis aleatoria de Diversificacin (Clontech). Los kits de mutagnesis
aleatoria de Diversificactn permiten la seleccin de una tasa de mutacin deseada
para una secuencia de ADN dada (desde 2 hasta 8 mutaciones/1000 pares
base) mediante la variacitn de las cantidades de manganeso (Mn®*) o dGTP en
la mezcla de reaccin. Elevar los niveles de manganeso inicialmente aumenta la
tasa de mutacitn, con un incremento adicional de tasa de mutacitn suministrado
mediante el aumento de la concentracin de dGTP. Se pueden alcanzar tasas
de mutacin an nés altas mediante el desarrollo de rondas adicionales de PCR.
b. Mutagénesis Enfocada

La mutacitn enfocada puede ser lograda haciendo una o nmés mutaciones
en una regin predeterminada de una secuencia de gen, por ejemplo, en
regiones del dominio de proteasa que media la actividad catalitica, las regiones
del dominio Gla que se unen a los fosfolipidos, las regiones del poligptido FVII
que unen inhibidores o mokculas tales como TFPI, AT-Il o Zn**, tales como
aguellos a@ suministrados, o regiones de la proteina que interacta con los
factores o receptores involucrados en el aclaramiento de FVlla, tales como
aguellos a@ suministrados. En un ejemplo, uno o més aminagtidos de un
polipptido que son mutados usando cualquier kit de mutagenesis estndar simple
o mitiple dirigida a sitio tal como por ejemplo QuikChange (Stratagene). En otro
ejemplo, uno o més aminaxidos de una proteasa son mutados por medio de la
mutagnesis de saturacin (Zheng et al. (2004) Nucl. Acids Res., 32:115). En una

modalidad ejemplar, una €cnica de mutagnesis de saturacin es usada en la cual
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los residuos de una regitn o dominio son mutados a cada uno de los 20 posibles
aminacidos naturales (asi como los aminacidos no naturales) (ver por ejemplo el
nméodo Kunkle, Protocolos Actuales en Biologia Molecular, John Wiley e Hijos,
Inc., Media Pa.). En dicha #cnica, un primer oligonuclétido mutagnico
degenerado puede ser sintetizado el cual contiene la aleatorizacin de
nuclgtidos en los codones deseados que codifican los amingcidos
seleccionados. Los esquemas de aleatorizactn ejemplares incluyen
aleatorizactn NNS o NNK, donde N representa cualquier nuclgtido, S
representa guanina o citosina y Ka representa guanina o timina. El primer
mutaganico degenerado es recocido a la plantilla de ADN de cadena simple y la
polimerasa de ADN es adicionada para sintetizar la cadena complementaria de
la plantilla. Despiés de la ligadura, la plantilla de ADN de cadena doble es
transformara en E. coli para la amplificactn.

En un ejemplo adicional, la mutaginesis enfocada puede ser restringida a
amingcidos que son identificados como puntos clave en las rondas iniciales de
proyeccin. Por ejemplo, después de la seleccin de poliggptidos FVII modificados
de librefias combinatoriales mutagenizadas aleatoriamente, un nimero
desproporcionado de mutaciones puede ser observado en posiciones o
regiones espedificas. Estos son designados como “puntos clave”, y pueden ser
observados a travss de més de una ronda de mutaginesis y proyeccin. Los
ensayos funcionales pueden luego ser llevados a cabo en los poligptidos FVII
modificados para determinar si las mutaciones en los puntos clave se

correlacionan con una o nés propiedades o actividades deseadas. Si la
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correlacin entre los puntos clave y la actividad o propiedad deseada se verifica,
la mutagnesis enfocada puede entonces ser utilizada para centrarse
espedficamente en estos puntos clave para la mutagnesis adicional. Esta
estrategia permite una mutagnesis nés diversa y profunda en posiciones
espedificas particulares, opuesto a la mutaghesis menos profunda que ocurre
despiés de la mutagnesis aleatoria de una secuencia de poligptido. Por ejemplo,
la mutaginesis de saturactn puede ser utilizada para mutar los “puntos clave”
tales como mediante el uso de oligos que contienen NNt/g o NNt/c en estas
posiciones.
C. Proyeccién

"Los polipggptidos modificados pueden ser probados en ensayos de
proyeccin de forma individual, o pueden ser probados como colecciones tales
como en librerias. En un ejemplo, los poliggtidos variante FVII son generados
aleatoriamente por mutagnesis, y clonados individualmente. La evaluacin de
actividad es luego llevada a cabo de forma individual en cada mokeula mutante
de proteina individual, seguido a la expresin de proteina y la medictn de la
actividad apropiada. En algunos ejemplos, los clones individuales pueden ser
evaluados en un arregle direccionable, de modo tal que ellos estn fisicamente
separados entre si de modo que la identidad de cada poliggptido individual es
conocida con base en su ubicactn en el arreglo. Por ejemplo, si cada uno es un
producto simple o una reacctn de mutagnesis independiente, la mutacin
espedfica puede ser determinada &cilmente sin la necesidad de secuenciar.

Alternativamente, la secuencia puede ser llevada a cabo en los poligptidos
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modificados resultantes para determinar esas mutaciones que confieren una
actividad.

En otro ejemplo, los polipgptidos FVII modificados pueden ser controlados
como colecciones o en una libreria. Por ejemplo, una libreria de poliggptidos FVII
puede ser mostrada en un paquete gergtico para la proyeccin, incluyendo, pero
no limitado a cualquier vector replicable, tal como un fago, virus, o bacteria, que
puede mostrar una porcitn de poliggptido. La pluralidad de poliggptidos mostrados
es mostrada por un paguete ger&ico en una forma tal que permite al polipgptido
unirse y/o interactuar con un poligptido objetivo. Los paquetes gergicos
ejemplares incluyen, pero no se limitan a, bacterifagos (ver, por ejemplo,
Clackson et al. (1991) Making Antibody Fragments Using Phage Display
Libraries, Nature, 352:624-628; Glaser et al. (1992) Antibody Engineering by
Condon-Based Mutagenesis in a Filamentous Phage Vector System, J.
Immunol., 149:3903 3913; Hoogenboom et al. (1991) Multi-Subunit Proteins on
the Surface of Filamentous Phage: Methodologies for Displaying Antibody
(Fate) Heavy and 30 Light Chains, Nucleic Acids Res., 19:4133-41370),
baculoviruses (see, e.g., Boublik et al. (1995) Eukaryotic Virus Display:
Engineering the Major Surface Glycoproteins of the Autographa California
Nuclear Polyhedrosis Virus (ACNPV) for the Presentation of Foreign Proteins
on the Virus Surface, Bio/Technology, 13:1079-1084), bacterias y otros
vectores adecuados para la visualizacin de una proteina, tal como una proteasa

visualizada de fago. Por ejemplo, los bactertiagos de inteés incluyen, pero no se
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limitan a, fago T4, fago M13 y fago H1. Los paquetes geréticos son amplificados
opcionalmente tal como en una bacteria hiésped.

La visualizactn de fago es conocida para aquellos expertos en la materia
y se describe, por ejemplo en Ladner et al., Solicitud de Patente de EEUU No.
5,223,409; Rodi et al. (2002) Curr. Opin. Chem. Biol. 6:92-96; Smith (1985)
Science 228:1315-1317; WO 92/18619; WO 91/17271; WO 92/20791; WO
92/15679; WO 93/01288; WO 92/01047; WO 92/09690; WO 90/02809; de
Haard et al. (1999) J. Biol. Chem 274:18218-30; Hoogenboom et al. (1998)
Immunotechnology 4:1-20; Hoogenboom et al. (2000) Immunol Today 2:371-8;
Fuchs et al. (1991) Bio/Technology 9:1370-1372; Hay et al. (1992) Hum Antibod
Hybridomas 3:81-85; Huse et al. (1989) Science 246:1275-1281; Griffiths et al.
(1993) EMBO J 12:725-734; Hawkins et al. (1992) J Mol Biol 226:889-896;
Clackson et al. (1991) Nature 352:624-628; Gram et al. (1992) PNAS 89:3576-
3580; Garrard et al. (1991) Bio/Technology 9:1373-1377; Rebar et al. (1996)
Methods Enzymol. 267:129-49; Hoogenboom et al. (1991) Nuc Acid Res
19:4133-4137; y Barbas et al. (1991) PNAS 88:7978-7982. Los&cidos nucleicos
adecuados para la visualizactn de fago, por ejemplo, vectores de fago, son
conocidos en el arte (ver, por ejemplo, Andris-Widhopf et al. (2000) J Immunol
Methods, 28: 159-81, Armstrong et al. (1996) Academic Press, Kay et al., Ed.
pp.35-53; Corey et al. (1993) Gene 128(1):129-34; Cwirla et al. (1990) Proc Natl
Acad Sci USA 87(16):6378-82; Fowlkes et al. (1992) Biotechniques 13(3):422-

8; Hoogenboom et al. (1991) Nuc Acid Res 19(15):4133-7; McCafferty et al.
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(1990) Nature 348(6301):552-4; McConnell et al. (1994) Gene 151(1-2):115-8;
Scott y Smith (1990) Science 249(4967):386-90).

Las librerdas de poligptidos FVII variantes para la proyeccin tambin
pueden ser expresadas en las superficies de @ulas, por ejemplo, dulas
procarfticas y eucariticas. (Hulas ejemplares para la expresin de superficie
celular incluyen, pero no se limitan a, bacteria, levadura, @&ulas de insecto,
@ulas de aves, d@ulas de plantas, y &ulas de mamiferos (Chen y Georgiou
(2002) Biotechnol Bioeng 79: 496-503). En un ejemplo, las @&ulas bacteriales
para la expresin son Escherichia coli.

Los poliggptidos variantes pueden ser expresados como una proteina de
fusitn con una proteina que est expresada en la superficie de la céula, tal como
una proteina de membrana o una proteina asociada a la superficie celular. Por
ejemplo, una proteasa variante puede ser expresada en E. coli como una
proteina de fusin con una proteina de membrana externa de E. coli (por ejemplo
OmpA), una mokcula hibrida manipulada o modificada geréticamente de la
lipoproteina principal de E. coli (Lpp) y la OmpA de proteéiha de membrana
externa o una proteina asociada a la superficie celular (por ejemplo
subunidades pili y flagelar). Generalmente, cuando las proteinas de membrana
externa bacterial son usadas para la visualizacin de pptidos hetedogos o
proteinas, esto se logra a través de la insercin gerética en sitios permisivos de las
proteinas portadoras. La expresin de un pptido hetedlogo o proteina es
dependiente de las propiedades estructurales del dominio de proteina insertada,

toda vez que el gptido o proteina es nés limitado cuando se inserta en un sitio
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permisivo en comparacin con la fusin en el #mino N o C de una proteina. Las
modificaciones a la proteina de fustn pueden ser hechas para mejorar la
expresin de la proteina de fusin, tal como la insercin del vinculador flexible de
Eptido o secuencias espaciadoras o modificactn de la proteina bacterial (por
ejemplo, por mutacin, insercn o supresin, en la secuencia de amingxido). Las
enzimas, tales como B-lacatamasa y la exoglucanasa Cex de Cellulomonas
fimi, han sido expresadas exitosamente como proteinas de fusin Lpp-OmpA en
la superficie de E. coli (Francisco J.A. y Georgiou G. Ann N Y Acad Sci.
745:372-382 (1994) y Georgiou G. et al. Protein Eng. 9:239-247 (1996)). Otros
pptidos de 15-514 amindkidos han sido mostrados en el segundo, tercero, y
cuarto bucle externo en la superficie de OmpA (Samuelson et al. J. Biotechnol.
96: 129-154 (2002)). Por lo tanto, las proteihas de membrana externa pueden
llevar y mostrar los productos hetedogos de genes en la superficie exterior de
la bacteria.

Tambeén es posible usar otros formatos de visualizactn para controlar
librerias de polipggptidos variantes. Los ejemplos de otros formatos de visualizacin
incluyen fusiones de proteina de&cido nucleico, visualizacn de ribozima (ver por
ejemplo, Hanes and Pluckthun (1997) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 13:4937-
4942), visualizactn de cordn (Lam, K. S. et al. Nature (1991) 354, 82-84; , K. S.
et al. (1991) Nature, 354, 82-84; Houghten, R. A. et al. (1991) Nature, 354, 84-
86; Furka, A. et al. (1991) Int. J. Peptide Protein Res. 37, 487-493; Lam, K. S.,
et al. (1997) Chem. Rev., 97, 411-448; Solicitud de Patente de EEUU Publicada

2004-0235054) y arreglos de proteina (ver por ejemplo, Cahill (2001) J.
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Immunol. Meth. 250:81-91, WO 01/40803, WO 99/51773, y US2002-0192673-
Al).

En otros casos espedficos, puede ser ventajoso adjuntar de forma
contraria los poliggptidos variantes o libreras de fagos o @&ulas que expresan
polipiptidos variantes a un soporte slido. Por ejemplo, en algunos ejemplos, las
@ulas que expresan poligptidos FVII variantes pueden ser absorbidas
naturalmente a un cordn, de modo tal que una poblacin de cordones contiene
una dula simple por cordn (Freeman et al. Biotechnol. Bioeng. (2004) 86:196-
200). Seguido a la inmovilizactn a un soporte de vidrio, las microcolonias
pueden ser crecidas y controladas con un sustrato cromognico o fluorognico.
En otro ejemplo, los poligptidos FVII variantes o libreras de fago o @&ulas que
expresan proteasas variantes pueden ser arreglados en placas de fitulo e
inmovilizados.

Para identificar esos poliggptidos FVII modificados que exhiben actividad
coagulante aumentada, los poliggptidos FVII modificados son controlados
individualmente o en una librefa y probados en ensayos funcionales para
identificar aquellos que muestran resistencia aumentada a los inhibidores tales
como TFPI y AT-lll, untn aumentada a las plaquetas activadas de fosfolipidos,
vida media aumentada y/o mostrar actividad catalitica aumentada. Dichos
ensayos son a@descritos 0 son conocidos para los expertos en la materia. Por
ejemplo, los poligptidos FVII modificados son probados para actividad
proteolitica. Los poliggtidos FVII, solos o en presencia de TF, son incubados

con concentraciones variantes de sustrato cromognico, tal como el sustrato
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peptidil Spectrozima FVlla (CH3SO,-D-CHA-But-Arg-pNA.AcOH). La ruptura del
sustrato es monitoreada mediante la absorbencia y la tasa de hiddisis de
sustrato determinada por la regresin lineal usando un programa de computador
disponible &cilmente. En un ejemplo adicional, la resistencia de poliggptidos FVII
modificados a TFPI o AT-lll es evaluada por la incubacitn del inhibidor con
polipdtidos FVII que, en algunos casos, han sido preincubados con TF. La
actividad de FVII es luego medida usando uno o n&s de los ensayos de
actividad o coagulactn de poliggptidos FVII incubados con el inhibidor, con la
actividad de polipggptidos FVII que no fueron incubados con el inhibidor.

La mutacin espedifica del poligptido candidato puede ser determinada
usando €&cnicas de rutina de ADN recombinante, tal como la secuencia. En una
modalidad, las combinaciones de “Aciertos” pueden ser hechas para
incrementar las propiedades y/o actividades coagulantes del poligptido FVII
modificado.

3. Seleccion de variantes FVII

Las variantes de poligptido FVII disdiadas e identificadas por una o més de
las aproximaciones descritas anteriormente, pueden ser seleccionadas para
identificar aquellos poliggptidos FVII candidatos que exhiben las propiedades o
actividades deseadas. La seleccin de los poliggptidos FVII variantes se basa en
1) primero, probar el poligptido variante para la actividad o propiedad especifica
que es modificada (es decir, resistencia a TFPI, resistencia a AT-Ill, unin de
Zn?*, actividad cataliica, vida media, unin y/o afinidad por fosfolipidos; y 2)

segundo, probar el poligtido variante para la retenctn de un a actividad de FVII
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requerida para la hemostasia y la coagulactn Incluidas entre las actividades de
FVII que son requeridas para la coagulacin se incluye, por ejemplo, actividad
enzindtica, proteolitica o cataltica tal como para efectuar la activactn de factor X
(FX) o la activacitn de factor I1X (FIX). Otras actividades de FVII que pueden ser
evaluadas incluyen, pero no se limitan a, antigenicidad, la habilidad para unir
factor de tejido, factor X o factor IX, y la habilidad para unirse a fosfolipidos. Por
lo tanto, un poliggptido FVII modificado, tal como cualquiera a@ suministrado o
identificado en los mé&odos a@proporcionados, debe retener algn nivel, bien sea
aumentado o disminuido, de una actividad de FVII requerida para la actividad
coagulante. Los ensayos es#ndar conocidos en el arte o descritos a@ a
continuaciin pueden ser llevados a cabo in vitro o in vivo con el fin de desarrollar
cada una de las dos evaluaciones anteriores. Por ejemplo, la actividad
proteolitica o catalitica del FVIlI puede ser evaluada usando varios né&odos,
incluyendo la medictn de la ruptura de un sustrato singético, la medicin de la
activacin del factor X (ver, por ejemplo, los Ejemplos 4, 5y 11 nés adelante), y
la resistencia a TFPI o AT-Il puede ser evaluada mediante el ensayo para la
inhibictn por TFPI o AT-Il, respectivamente (ver, por ejemplo, los Ejemplos 7,
12 y 6). Adicionalmente, los ensayos in vivo para la actividad procoagulante, tal
como se ha descrito, por ejemplo, en los Ejemplos 8 y 14 tambén puede ser
empleada.

El efecto total de cualquier variante de poligptido FVII candidato es para
exhibir una actividad procoagulante. Por ejemplo, un poliggptido variante puede

ser aumentado en su resistencia a TFPI, resistencia a AT-lll, vida media y/o
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unin y/o afinidad por fosfolipidos, mientras que tambgn exhibe un incremento en
la actividad cataltica. Dicho poliggtido FVII seria seleccionado como una
variante de FVII candidata para aumentar la actividad coagulante.

En algunos casos, sin embargo, un poliggptido FVII modificado para tener
actividad coagulante mejorada debido a una o nés de resistencia aumentada a
TFPI, resistencia aumentada a AT-IlIl, vida media aumentada o unny/o afinidad
aumentada por fosfolipidos, puede tambén exhibir una reduccin en la actividad
catalitica u otra actividad requerida para la coagulactn como resultado de la
modificactn particular. Estos efectos podran resultar de, por ejemplo, los
cambios conformacionales en los poligptidos FVII modificados que interfieren
con la unin a otra mokeula, los cambios conformacionales que resultan en un
sitio activo alterado, o sustituciones de aminacido que involucran directamente
uno o nés residuos de amindcido que son responsables por la interacctn con
otra mokcula.

Por lo tanto, en otro ejemplo, un poliggptido variante que es incrementado
en su resistencia TFPI, resistencia a AT-lll, vida media aumentada y/o afinidad
por fosfolpidos puede exhibir una reducctn concomitante en su actividad
catalitica. El nivel de reduccin en una actividad de FVII, tal como una actividad
catalitica, que sera aceptable para asegurar la actividad coagulante mejorada
es dependiente del incremento concomitante en la propiedad que est siendo
modificada para la mejora (es decir, la resistencia aumentada a TFPI), y puede
ser determinada empiricamente. Por lo tanto, los resultados de dichas

evaluaciones establecidas anteriormente pueden ser balanceados para
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identificar esos poligptidos variantes que exhiben propiedades mejoradas,
mientras que al mismo tiempo retienen al menos una actividad FVII suficiente,
es decir actividad catalitica, para efectuar la coagulacin. Tipicamente, entre nmés
grande es el incremento en la propiedad contemplada para la modificacitn (es
decir, mayor que sea el incremento en la resistencia a TFPI), mayor sea la
reduccitn aceptable en la actividad proteolitica catalitica.

Por ejemplo, un poliggtido FVII que exhibe un aumento en 100 dobleces
en la resistencia a TFPI o AT-IlIl puede exhibir una reducctn en la actividad
proteolitica o catalitica que es reducida en o aproximadamente 1.5, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8,9, 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 dobleces o nmés en comparacin con la
actividad de un poliggtido FVII no modificado, y seguifia siendo un candidato
viable para aumentar la actividad coagulante. Al contrario, si la resistencia a
TFPI o AT-Ill se aumenta por 10 dobleces, el nivel de reduccin en la actividad
catalitica para mantener una actividad procoagulante total seria tipicamente una
reducctn de o aproximadamente 1.5, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o n&s dobleces en
comparacitn con la actividad catalitica de un poligptido no modificado. Un
experto en la materia puede evaluar los cambios concomitantes en la
resistencia de TFPI, resistencia de AT-Ill, unin de plaquetas activadas, vida
media y actividad proteoltica o cataltica, o cualquier otra actividad o propiedad,
para determinar si el poliggptido FVII modificado sera (il como un terapautico
procoagulante, tal como, por ejemplo, para tratar episodios de sangrado en
pacientes con hemofilia.

F. Produccion de polipéptidos FVII
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Los poliggptidos FVII, incluyendo los poligptidos FVII modificados, o
dominios de los mismos de FVII u otros poliggptidos de vitamina K, pueden ser
obtenidos por m&todos bien conocidos en el arte por purificactn de proteina y
expresin de proteina recombinante. Cualquier m&odo conocido por los expertos
en la materia para la identificacin de &idos nucleicos que codifican genes
deseados pueden ser utilizados. Cualquier n&odo disponible en el arte puede
ser utilizado para obtener un cADN de longitud completa (es decir, que
mantiene la totalidad de la regin codificante) o clon de ADN geromico que
codifica un polipggptido FVII u otro poliggptido de vitamina K, tal como a partir de
@ulas o fuente de tejido, tal como por ejemplo de higado. Los poligptidos FVII
modificados pueden ser manipulados o modificados como a@ se describe, tal
como por mutaginesis dirigida de sitio.

El FVII puede ser clonado o aislado usando cualquier n&odo disponible
conocido en el arte para la clonaciny asilamiento de mokculas deé&cido nucleico.
Dichos n&odos incluyen amplificactn de PCR de &idos nucleicos y control de
librerias, incluyendo proyeccitn de hibridacitn de &cido nucleico, proyeccin con
base en anticuerpo y proyeccin con base en la actividad.

Los mé&odos para la amplificactn deécidos nucleicos pueden ser utilizados
para aislar mokculas de &ido nucleico que codifican un poliggtido FVII,
incluyendo, por ejemplo, métodos de reaccin de cadena de polimerasa (PCR).
Un material que contieneé&cido nucleico puede ser utilizado como un material de
inicio a partir del cual una mokcula deécido nucleico que codifica FVII puede ser

aislado. Por ejemplo, las preparaciones de ADN y mARN, extractos de @ula,
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extractos de tejido (por ejemplo, de higado), muestras de fluido (por ejemplo,
sangre, suero, saliva), muestras de sujetos sanos y/o enfermos pueden ser
utilizados en nm&odos de amplificactn. Las libreras de &cido nucleico tambén
pueden ser utilizadas como una fuente de material de inicio. Los primeros
pueden ser disdados para amplificar una mokcula codificante de FVII. Por
ejemplo, los primeros pueden ser disdiados con base en una traduccin posterior
de una secuencia de aminacido de FVII. Las mokculas de &do nucleico
generadas por amplificactn pueden ser secuenciadas y confirmadas para
codificar un poliggptido FVII.

Las secuencias de nuclétido adicionales pueden ser unidas a una
mokcula deécido nucleico que codifica FVII, que incluye secuencias vinculadoras
que contienen sitios de endonucleasa de restriccin para el propxsito de clonar el
gen sing&tico en un vector, por ejemplo, un vector de expresin de proteina o un
vector disdiado para la amplificactn de las secuencias funcionales de ADN de
proteina de nileo. Aden®s, las secuencias adicionales de nucletido que
especifican los elementos de ADN funcional pueden estar vinculadas
operativamente a una mokcula deécido nucleico que codifica FVII. Ejemplos de
dichas secuencias incluyen, pero no se limitan a, secuencias promotoras
disdiadas para facilitar la expresin de proteina intracelular, y la secrecin de
secuencias disdiadas para facilitar la secrectin de proteina. Secuencias
adicionales de nuclgiido tales como las secuencias que especifican las
regiones de unin de proteina pueden ser vinculadas a las mokculas de &cido

nucleico que codifica FVII. Dichas regiones incluyen, pero no se limitan a,
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secuencias para facilitar la captactn de FVII en @ulas espedificas objetivo, o de
otra forma para mejorar la farmacociréica del gen sin#tico.

Losé&cidos nucleicos identificados y aislados pueden luego ser insertados
en un vector de clonacitn apropiado. Un gran nimero de sistemas de vector
huesped conocidos en el arte pueden ser utilizados. Los posibles vectores
incluyen, pero no se limitan a, pbsmidos o virus modificados, pero el sistema de
vector debe ser compatible con la dula huésped utilizada. Dichos vectores
incluyen, pero no se limitan a, bacterifagos tales como derivados de lambda, o
pbsmidos tales como derivados pbsmidos de pBR322 o pUC o el vector
Bluescript (Stratagene, La Jolla, CA). La inserctn en un vector de clonacin
puede, por ejemplo, ser ejecutado mediante la ligactn del fragmento de ADN en
un vector de clonacitn el cual tiene Termini de cohesin complementario. La
inserctn puede ser efectuada usando vectores de clonactn TOPO (Invitrogen,
Carlsbad, CA). Si los sitios de restricctn complementarios utilizados para
fragmentar el ADN no estn presentes en el vector de clonacin, los extremos de
las mokculas de ADN pueden ser modificados de forma enzindica.
Alternativamente, cualquier sitio deseado puede ser producido mediante la
ligactn de secuencias (vinculadotes) de nucldgtidos en el Termini de ADL; estos
vinculadotes ligados pueden contener oligonuclatidos especificos sintetizados
guimicamente que codifican secuencias de restricctn de reconocimiento de
endonucleasa. En un mé&todo alterno, el vector roto y el gen de proteina de FVII
puede ser modificado mediante la terminactn de ADN homopoliméica. Las

mokculas recombinantes pueden ser introducidas en @ulas hiésped por medio
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de, por ejemplo, la transformacitn, transfeccin, infecctn, electroporacin y
sonoporacin, de modo tal que se generan varias copias de la secuencia de gen.

En modalidades espedficas, la transformacin de las @ulas huésped con
las mokculas recombinantes de ADN que incorporan el gen de proteina de FVII
aislado, cADN, o la secuencia de ADN sintetizado habilita la generacin de
mutiples copias del gen. Por lo tanto, el gen puede ser obtenido en grandes
cantidades mediante el crecimiento de transformantes, aislamiento de las
mokculas de ADN recombinante a partir de los transformantes y, cuando sea
necesario, la recuperacin del gen insertado a partir del ADN recombinante
aislado.

1. Vectores y Células

Para la expresin recombinantes de una o n& de las proteinas de FVII, el
ado nucleico que contiene toda o una porcin de la secuencia de nucletido que
codifica la proteina de FVII puede ser insertada en un vector de expresin
apropiado, es decir, un vector que contiene los elementos necesarios para la
transcripctn y traduccin de la secuencia que codifica la proteina insertada.
Ejemplo de dicho vector es cualquier vector mamifero de expresin tal como, por
ejemplo, pCMV. Las sdurles de transcripcin y traducctn necesarias también
pueden ser suministradas por el promotor nativo para un gen FVII, y/o sus
regiones de acompd@amiento.

Tambén se proporcionan vectores que contienen &ido nucleico que

codifica el FVII o el FVII modificado. Las @ulas que contienen los vectores



también son suministradas. Las @ulas incluyen @ulas procariticas y eucarificas, y
los vectores son cualquier adecuado para su uso ali.

Se suministran las @ulas procariicas y eucariticas, incluyendo las @ulas
endoteliales, que contienen los vectores. Dichas dulas incluyen dulas
bacteriales, @ulas de levadura, dulas de hongos, Archea, @&ulas de plantas,
@ulas de insectos y édulas animales. Las @&ulas son utilizadas para producir un
polipgdtido FVII o poligptido FVII modificado del mismo por medio del
crecimiento de las dulas anteriormente descritas bajo condiciones en las
cuales la proteina FVII codificada se expresa por la @ula, y la recuperacin de la
proteina FVII expresada. Para propsitos de a@& el FVII puede ser secretado en
el medio.

En una modalidad, los vectores que contienen una secuencia de
nucletidos del poliggptido FVII que tiene actividad de FVII y contiene todo o una
porcin del poliggptido FVII, o mitiples copias del mismo, son suministrados. Los
vectores pueden ser seleccionados para la exprestn del poligpbtido FVII o
polipgptido FVII modificado del mismo en la dula o de modo tal que la proteina
FVII se expresa como una proteina secretada. Cuando el FVII es expresado el
aido nucleico es vinculado alécido nucleico que codifica una sdial de secrecin, tal
como la secuencia de sdal de factor de apareamiento a Saccharomyces
cerevisiae o una porcin del mismo, o la secuencia de sdil nativa.

Una variedad de los sistemas de vector hiésped puede ser utilizada para
expresar la secuencia que codifica la proteina. Estos incluyen pero no se limitan

a sistemas de dulas mamiferas infectadas con virus (por ejemplo, virus
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vaccinia, adenovirus u otros virus); sistemas de @ulas de insectos infectadas
con virus (por ejemplo, baculovirus); microorganismos tales como levadura que
contiene vectores de levadura; o bacterias transformadas con bacterifago,
ADN, ADN pBsmido, o ADN @smico. Los elementos de expresin de vectores
varian en sus fuerzas y especificidades. Dependiente del sistema de vector
huéesped utilizado, cualquier nimero de elementos adecuados de transcripctn y
traduccin puede ser utilizado.

Cualquier nm&odo conocido para aquellos expertos en la materia para la
insercin de fragmentos de ADN en un vector puede ser utilizado para construir
vectores de expresin que contienen un gen quin&ico que contiene sdurles de
control apropiadas de transcripctn/traduccin y secuencias que codifican la
proteina. Estos mé&todos pueden incluir ADN recombinante in vitro, y €cnicas de
sintesis y recombinantes in vivo (recombinactn gerética). La expresin de
secuencias de &ido nucleico que codifica un poligptido FVII o poliggptido FVII
modificado, o dominios, derivados, fragmentos u honflogos del mismo, pueden
ser regulados por una segunda secuencia deé&cido nucleico para que los genes
o fragmentos de los mismos se expresen en una serie transformada con la o
las mokculas de ADN recombinante. Por ejemplo, la expresin de las proteinas
puede ser controlada por un promotor/potenciador conocido en el arte. En una
configuracin particular, el promotor no es nativo de los genes para una proteina
FVIl. Los promotores que pueden utilizarse incluyen pero no se limitan al
promotor temprano SV40 (Bernoist y Chambon, Nature 290:304-310 (1981)), el

promotor contenido en el terminal largo 3 del virus del sarcoma de Rous
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(Yamamoto et al de la &ula 22:787-197 (1980)), el promotor de la timidina
qguinasa del herpes (Wagner et al, Proc. Natl.. Acad. EE.UU. 75:1441-1445
(1981)), las secuencias reguladoras del gen de la metalotioneina (Brinster, et
al., Nature 296:39-42 (1982)), los vectores de expresin procariticos como el
promotor de B-lactamasas (Jay et al., (1981) Proc. Natl.. Acad. EE.UU.
75:5543) o el promotor tac ( DeBoer et al, Proc. Natl.. Acad. EE.UU. 50:21-25
(1983)), \éase tambin "proteinastiles de bacterias recombinantes”: en la revista
Scientific American 242:79-94 (1980)), los vectores de expresin de plantas que
contienen el promotor de la nopalina sintetasa (Herrar-Estrella et al, Nature
303:209-213 (1984)) o el virus promotor del mosaico de la coliflor 35S del RNA
(Garder et al, Nucleic Acids Res. 9:2871 (1981)), y el promotor de la fotosinética
de la enzima ribulosa bifosfato carboxilasa (Herrera-Estrella et al, Nature
370:115-120 (1984)); elementos promotores de levaduras y otros hongos,
como el promotor Gal4, el promotor del alcohol deshidrogenasa, el promotor de
la cinasa fosfoglicerol, el promotor de fosfatasa alcalina, y las siguientes
regiones de transcripcitn de animales de control que muestran la especificidad
tisular y se han utilizado en animales transghicos: la elastasa | regtn de control
del gen que actia en las @ulas acinares pancreiicas (Swift et al, Cell 35:639-646
(1984); Ornitz et al, Cold Spring Harbor Symp. Quant. Biol.. 50:399-409 (1986);
MacDonald, Hepatologia 7:425-515 (1987)); genes de la regin de control de la
insulina que actia en las @ulas beta pancreiicas (Hanahan et al, Nature 375:1
15-122 (1985)), la regin del gen de la inmunoglobulina de control que estactivo

en las @ulas linfoides (Grosschedl et al, Cell 35:647-658 (1984), Adams et al,
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Nature 375:533-538 (1985), Alexander et al, Ministerio del Interior Cell Biol.
7:1436-1444 (1987)), la regin del tumor mamario del ratn de control de virus
que estactivo en las dulas testuculares, de mama, linfoide y mastocitas (Leder
et al., Cell 45:485-495 (1986)), la regin del gen de la allkmina de control que est
activo en el higado (Pinckert et al, Genes y Desarrollo. 7:268-276 (1987)), la
regin de control del gen de alfa-fetoproteina que est activo en el higado
(Krumlauf et al, Ministerio del Interior Cell Biol 5:1639-1648 (1985) ; Hammer et
al, Science 235:53-58 1987)), la regiin de control de los genes alfa-1 antitripsina
gue estactiva en el higado (Kelsey et al, Genes y Desarrollo 7:161-171 (1987)),
la regin de control de los genes de la globina beta que estactiva en las dulas
mieloides (Mogram et al, Nature 375:338-340 (1985); Kollias et al, Cell 45:89-
94 (1986)), la regin de control del gen de mielina kisica que estactiva en las
@ulas de oligodendrocitos del cerebro ( Readhead et al, Cell 48:703-112
(1987)), la regin de control de la cadena de genes ligera de la miosina-2 que
esfiactiva en el misculo esquekico (Sani, Nature 314:283-286 (1985)), y la regin
de control del gen de liberacin de las hormonas gonadotropinas que estactiva
en los gonadotrofos del hipoelamo (Mason et al, Science 234:1372-1378
(1986)).

En una configuractn particular, se utiliza un vector que contiene un
promotor unido operativamente a losécidos nucleicos que codifica un polipptido
FVII o poligptido FVII modificado, o un dominio, fragmento, hondiogo o
derivados del mismo articulo, uno o varios origenes de replicactn v,

opcionalmente, uno o més marcadores seleccionables (por ejemplo, un gen de
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resistencia a los antibiticos). Los vectores y sistemas para la expresin de
poliggptidos FVII incluyen los vectores Pichia (disponibles, por ejemplo, en
Invitrogen, San Diego, CA), en particular los destinados a la secrecin de las
proteinas codificadas. Los vectores ejemplares del pbsmido de exprestn en
@ulas de mamiferos, por ejemplo, pCMV. Los vectores ejemplares del pbsmido
para la transformacitn de @&ulas de E. coli, incluyen, por ejemplo, los vectores de
expresin PQE (disponible en Qiagen, Valencia, CA, \éase tambén la literatura
publicada por Qiagen que describe el sistema). Los vectores PQE tienen un
promotor de fago T5 (reconocido por E. coli RNA polimerasa) y un modulo
doble de represin del operador lac para proporcionar una expresin
estrictamente regulada y de alto nivel de proteinas recombinantes en E. coli, un
sitio de unitn de sintesis ribosomal (RBS Il) para una traduccin eficaz, una
secuencia de codificacitn de etiqueta 6XHis, tp y terminaciones de transcripcin
T1, origen de replicactn ColEl, y un gen de beta-lactamasas que confiere
resistencia a la ampicilina. Los vectores de PQE permiten la colocacin de una
etiqueta 6xHis en cualquiera de las terminales N- o C de las proteinas
recombinantes. Dichos pbsmidos incluyen pQE 32, pQE 30, y pQE 31 que
proveen mitiples sitios de clonacin para los tres marcos de lectura y facilitan la
expresin de las proteinas N-terminal 6xHis. Otros vectores ejemplares de
pbsmido para la transformacin de @ulas de E. coli, incluyen, por ejemplo, los
vectores de expresin pET (Vase, la patente de EE.UU. 4.952.496, disponible
desde Novagen, Madison, WI, ‘éase tambén la bibliografia publicada por

Novagen de la descripcin del sistema). Dichos pbsmidos incluyen pET 11a, que
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contiene el promotor T71ac, el terminador T7, el operador inducible E. coli, y el
gen represor lac pET; el pET 12a-c, que contiene el promotor T7, el terminador
T7, y la sdial de secrecitn E. coli ompT, y el pET 15b y el pET19b (Novagen,
Madison, WI), que contienen una secuencia lider His-Tag ™ para su uso en la
depuracitn con una columna y un sitio de su disociactn de la trombina, que
permite la divisin de purificactn sobre la columna, la regtn T7 del promotor lac y
el terminador T7.

2. Sistemas de expresion

Los poliggptidos FVII (modificados y sin modificar) pueden ser producidos
por cualquier m&odo conocido en el arte de produccin de proteinas en particular
en los mé&odos in vitro e in vivo, como, por ejemplo, la introduccitn de mokculas
deé&cido nucleico que codifican al FVII en una @ula hospedadora, animal huésped
y la expresin de mokwlas de &cido nucleico que codifican al FVII in vitro. Los
poliggtidos FVII y FVII modificados pueden expresarse en cualquier otro
organismo adecuado para producir las cantidades requeridas y las formas de
un poligptido FVII necesario para la administractn y el tratamiento. Los
anfitriones de expresihn incluyen organismos procariotas y eucariotas, como la
E. coli, la levadura, plantas, @ulas de insecto, &ulas de mamiferos, incluyendo
ineas de dulas humanas y animales transghicos. Los anfitriones de expresin
pueden diferir en sus niveles de produccin de proteinas, asi como los tipos de
modificaciones post-traduccionales que estn presentes en las proteinas
expresadas. La eleccin del hiésped de expresin se puede hacer sobre la base

de estos y otros factores, como las consideraciones de regulacin y de
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seguridad, los costes de producctn y de la necesidad y los n&odos de
purificactn.

La expresin en anfitriones eucariotas puede incluir la expresin en
levaduras, como Saccharomyces cerevisiae y Pichia Pastora, @&ulas de insecto
como las @ulas de la Drosophila y @ulas de lepidyteros, las plantas y d@ulas de
las plantas como el tabaco, maiz, arroz, algas y Lemna. Las @ulas eucariotas
de expresin tambén incluyen las lineas de @&ulas de mamiferos como el de ovario
de Rmster chino (CHO) o dulas de riin de Famster belé (BHK). Los anfitriones de
expresin eucariotas tambén incluyen la producctn de animales transgnicos, por
ejemplo, incluyendo la produccin en el suero, leche y huevos. Los animales
transgnicos para la produccin de poligptidos de tipo salvaje FVII son conocidos
en el arte (Patente EE.UU. N ° 20020166130 y 20040133930 de publicacitn) y
pueden ser adaptados para la produccin de poligptidos FVII modificados
proporcionados en este documento.

Muchos vectores de exprestn estén disponibles y son conocidos por
aguellos de habilidad en el arte de la exprestn de FVII. La elecctn del vector de
expresin est influida por la elecctn del sistema de acogida de expresin. Esta
seleccin est dentro del nivel de habilidad de los artesanos calificados. En
general, los vectores de expresin pueden incluir los promotores de la
transcripctn y, opcionalmente, potenciadores, sdiales de traduccin, y séiales de
terminacitn de la transcripctn y traduccin. Los vectores de exprestn que se
utilizan para la transformacin estable suelen tener un marcador de seleccin que

permite la selecciny el mantenimiento de las dulas transformadas. En algunos
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casos, un origen de replicacitn se puede utilizar para ampliar el imero de copias
de los vectores en las @ulas. Los poliggptidos FVII o modificados tambén pueden
ser utilizados o se expresan como la fusin de proteinas. Por ejemplo, una fusin
se puede generar para agregar funcionalidad adicional a un poligptido.
Ejemplos de proteinas de fusitn incluyen, pero no se limitan a, la fustn de una
sdial de secuencia, una etiqueta, como para la localizacitn, por ejemplo, una
etiqueta hisg 0 una etiqueta myc, o una etiqueta para la purificacin, por ejemplo,
una fustnde GST, y una secuencia de la direcctn de la secrecin de proteinas y/o
asociacin de la membrana.

En una configuractn los poligptidos FVII o modificados pueden
expresarse en una forma activa, la cual la activacitn se logra por medio de una
auto activactn de la secrecin siguiente de poliggtido. En otra configuracin, la
proteasa se expresa en una forma inactiva, zimbgeno.

Los mé&odos de producctn de los poligptidos FVII pueden incluir
coexpresin de uno o nés poligptidos hetedlogos adicionales que pueden ayudar
en la generacin de los poligptidos FVII. Por ejemplo, los poligptidos pueden
contribuir al post-procesamiento de la traduccin de los poligptidos FVII. Los
polipptidos ejemplares incluyen, pero no limitan a, peptidasas que ayudan a
cortan secuencias de FVII precursores, tales como la secuencia propptido, y las
enzimas que participan en la modificacitn del poligptido FVII, como por
glicosilacin, hidroxilacin, carboxilacin, o fosforilacin. Un peptidasa ejemplar que
puede ser coexpresada con FVII es PACE/furina (0 PACE-SOL), que ayuda en

la ruptura de la secuencia del propgptido FVII. Un ejemplo de la proteina que
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ayuda en la carboxilactn del poligptido FVII es la enzima sensible a la
warfarina-K 2,3-reductasa de la vitamina epxdo (VKOR), que produce reduccitn
de la vitamina K para su utilizactn como un cofactor por la vitamina K-
dependiente-y carboxilasa (Wajih et al., J. Biol. Chem.. 280 (36) 31,603 a
31,607). Una subunidad de esta enzima, VKORCI, puede ser coexpresada con
el poliggptido FVII modificado para aumentar la y-carboxilactn de uno o varios
polipdptidos adicionales que se pueden expresar desde el mismo vector de
expresin como el poligptido FVII o de un vector diferente.
a. Expresion procariota

Las procariotas, especialmente E. coli, proporcionan un sistema de
produccin de grandes cantidades de FVII (\éase, por ejemplo, Platis et al. (2003)
Protein Exp. Purif. 31 (2): 222-30, y Khalizzadeh et al. (2004) J. Ind. Microbiol.
Biotechnol. 31 (2): 63-69). La transformacin de E. coli es una &cnica sencilla y
gpida conocida por aquellos de habilidad en el arte. Los vectores de expresin
para E. coli pueden contener promotores inducibles que soniles para inducir
altos niveles de expresin de la proteina y para expresar proteinas que presentan
cierta toxicidad para las @ulas huéspedes. Ejemplos de promotores inducibles
incluyen el promotor lac, el promotor de punta, el promotor tac hibrido, la T7 y
los promotores SP6 de ARN y el promotor de temperatura regulada AP_.

El FVII puede expresarse en el medio ambiente citoplasmético de E. coli.
El citoplasma es un entorno de reduccin y de algunas mokculas, esto puede
resultar en la formactn de cuerpos de inclustn insolubles. Los agentes

reductores como el mercaptoetanol ditiotreitol y B-y desnaturalizante (por
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ejemplo, como guanidina-HCI y urea) pueden ser usados para resolubilizar las
proteinas. Un enfoque alternativo es la expresin de FVII en el espacio
peripbsmico de bacterias que proporcionan un ambiente oxidante y
chaperoninas similares y disulfuro de isomerasas que conducen a la produccin
de la proteina soluble. Tipicamente, una secuencia lider se fusiona con la
proteina a ser expresa que dirige la proteina a la periplasma. El lider se retira por
sdiales peptidasas dentro del periplasma. Ejemplos de secuencias lideres de
peripsmico objetivo incluyen el lider pelB del gen Pectatoliasa y el lider de
derivados del gen alcalino de fosfatasa. En algunos casos, la expresin
peripbsmica permite la salida de la proteina expresada en el medio de cultivo. La
secrecin de las proteinas permite la purificacin #pida y sencilla desde el
sobrenadante del cultivo. Las proteihas que no son secretadas pueden
obtenerse en el periplasma por lisis osnttica. Similar a la expresin citoplasndica,
en algunos casos pueden llegar a ser las proteinas insolubles y los
desnaturalizantes y los agentes reductores se pueden utilizar para facilitar la
solubilizactn y replegado. La temperatura de la induccny el crecimiento tambén
puede influir en los niveles de expresin y de solubilidad. Normalmente, se
utilizan temperaturas de 250°C y 37(°C. Las mutaciones también pueden ser
utiizadas para aumentar la solubilidad de las proteinas expresadas.
Normalmente, las bacterias producen proteinas aglicosilatadas. Ad, si las
proteinas requieren de glicosilactn de la funcin, se puede didir glicosilactn in
vitro desptés de la purificactn de las dulas del hiésped.

b. Levadura
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Las levaduras como Saccharomyces cerevisiae, Schizosaccharomyces
pombe, Yarrowia lipolytica, Kluyveromyces lactis y Pichia pastoris son
huéspedes de expresindiles para FVII (\ase, por ejemplo, Skoko et al. (2003)
Biotechnol. Appl. Biochem. 38 (Pt3) :257-65 ). La levadura puede ser
transformada con vectores episomales de replicactn o integracin cromogmica
estable por recombinacin hondoga. Normalmente, los promotores inducibles se
utilizan para regular la expresin gnica. Ejemplos de los promotores son, entre
otros GAL1, GAL7, y GAL5 y promotores de metalotioneina como CUP1. Los
vectores de expresin a menudo incluyen un marcador de seleccin, como LEU2,
TRP1, HIS3, y URA3 para la selecctn y el mantenimiento del ADN
transformado. Las proteinas expresadas en la levadura son a menudo solubles
y co-expresan con caperoninas, como Bip y la proteina disulfuro isomerasa,
pueden mejorar los niveles de expresiny de solubilidad. Adengs, las proteinas
expresadas en la levadura puede ser dirigidas por la secrectn de la sd&al
mediante la fustn de la secrectn de piptidos como la sdal de la secrectn del
factor de la levadura alfa de Saccharomyces cerevisiae y fusiones con proteinas
de superficie de dulas de levadura, tales como la adhesin de los receptores de
apareamiento Aga2p o el Arxula adeninivorans glucoamilasa. Un sitio de corte
de la proteasa (por ejemplo, la Kex-2 de la proteasa) puede ser disédado para
eliminar las secuencias de fundido de los poligptidos en su salida de la via de
secrecin. La levadura tambén es capaz de la glicosilactn en motivos Asn-X-
Ser/Thr.

C. Insectos y células de insecto
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Los insectos y las d@ulas de insecto, en particular mediante un sistema
de expresin de baculovirus, son Uiles para expresar poliggptidos FVII o
modificados (Vase, por ejemplo, Muneta, et al. (2003) J. Vet. Med. Sci. 65 (2)
:219-23). Las @ulas de insectos y larvas de insectos, incluyendo la expresin en
la hemolinfa, expresan altos niveles de proteinas y son capaces de la mayor
parte de las modificaciones post-traduccionales utilizadas por organismos
superiores. Los baculovirus tienen una amplia acogida restrictiva que mejora la
seguridad y reduce las preocupaciones de reglamentacin de expresin
eucaritica. Tipicamente, los vectores de exprestn para el uso de un promotor
como el promotor de polihedrina de baculovirus para la expresin de alto nivel.
Los sistemas comunes de baculovirus incluyen baculovirus como virus
nucleares Autoghapha californica de la poliedrosis californica (ACNPV), y el
virus de la poliedrosis nuclear de Bombyx mori (BmNPV) y una linea de dulas
de insecto como Sf9 derivadas de Spodoptera frugiperda, Pseudaletia
unipuncta (A7S) y Danaus plexippus (DpNl). Para la expresitn de alto nivel, la
secuencia de nuclgiidos de la mokcula que se expresa se funde
inmediatamente aguas abajo del codn de la iniciactn polihedrina del virus. Las
sdiles de la secrectn de los mamiferos esén correctamente tratadas en @ulas de
insecto y se pueden utilizar para secretar la proteina expresada en el medio de
cultivo. Adenss, las lineas celulares Pseudaletia unipuncta (A7S) y Danaus
plexippus (DpNI) producen proteinas con patrones de glicosilacin similares a los

sistemas de @&ulas de los mamiferos.
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Un sistema de expresih alternativo en dulas de insecto es el uso de las
@ulas transformadas de forma estable. Las lineas celulares, como la Schnieder
2 (S2) y las @ulas Kc (Drosophila melanogaster) y las @ulas C7 (Aedes
albopictus) se pueden utilizar para la expresin. El promotor de la metalotioneina
Drosophila puede ser utilizado para inducir altos niveles de exprestn en la
presencia de la inducctn de metales pesados con el cadmio o el cobre. Los
vectores de expresin suelen ser gestionados por el uso de marcadores de
selecciones, como la neomicina e higromicina.

d. Células de mamiferos

Los sistemas de expresin de mamiferos pueden ser usados para
expresar poligptidos FVII. La expresin de las construcciones pueden ser
transferidas a dulas de mamiferos por la infeccin viral como el adenovirus o por
transferencia directa del ADN como liposomas, fosfato de calcio, DEAE-
dextrano y por medios fisicos, tales como la electroporacin y la microinyeccin.
Los vectores de expresin de @ulas de mamiferos suelen incluir un sitio ARNm,
una caja TATA, una secuencia de inicio de traslactn (secuencia de consenso
Kozak) y elementos de poliadenilactn. Estos vectores incluyen a menudo el
promotor de la transcripcin potenciador para la expresin de alto nivel, por
ejemplo, el promotor SV40-Enhancer, el promotor citomegalovirus humano
(CMV), y la repeticitn terminal larga del virus del sarcoma de Rous (RSV). Estos
promotores son potenciadores activos en muchos tipos de @&ulas. De tejidos y
@ulas, los promotores de tipo y potenciadores de las regiones tambén se

pueden utilizar para la exprestn. Los promotores/regiones potenciadoras
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ejemplares incluyen, pero no se limitan a, los de los genes, como la elastasa 1,
la insulina, la inmunoglobulina, virus del ratn del tumor mamario, allkmina, alfa-
fetoproteina, la alfa 1-antitripsina, la beta-globina, proteina kisica de la mielina, la
miosina la luz de la cadena-2, y la liberactn de gonadotrofinas del gen de
control de la hormona. Los marcadores seleccionables pueden ser utilizados
para seleccionar y mantener las @&ulas con la exprestn de la construccin.
Ejemplos de genes marcadores seleccionables incluyen, pero no se limitan a,
fosfotransferasa B higromicina, adenosina deaminasa, Xantina guanina
fosforibosiltransferasa, fosfotransferasa aminogludsidos, dihidro folato
reductasa y la timidina quinasa. La fusin con la superficie de las mokculas de
sdilizacin celular como TCR-C y FceRI-y puede dirigir la exprestn de las
proteinas en un estado activo en la superficie de la @ula.

Muchas lineas celulares es#én disponibles para la expresin de mamieros
incluyendo el ratn, rata, mono, humano y el pollo y @ulas de fmster. Las lineas
de @ulas ejemplares incluyen, pero no se limitan a, BHK (es decir, las @&ulas
BHK-21), 293-F, CHO, Balb/3T3, HelLa, MT2, lineas celulares N50 (no
secretoras) y otras lineas celulares de mieloma, lineas celulares de hibridoma y
heterohibridoma, los linfocitos, los fibroblastos, Sp2/0, COS, N1H3T3, HEK293,
293S, 293T, 2B8, y las dulas HKB. Las lineas celulares tambin esén disponibles
para adaptarse a medios libres de suero que facilitan la purificactn de proteinas
secretadas por los medios de cultivo celular. Un ejemplo es linea celular libre de
suero EBNA-1 (Pham et al., (2003) Biotechnol. Bioeng. 84:332-42).La expresin

de poliggptidos recombinantes FVII que exhiben una estructura similar y
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modificaciones post-traduccionales como derivados del plasma FVII se
conocen en el arte (vase, por ejemplo, Jurlander et al. (2003) Semin Throm
Hemost). Los mé&odos de optimizactn de la vitamina K-dependiente son la
expresin de proteinas conocidas. Por ejemplo, la suplementacin de la vitamina
K en un medio de cultivo o co-expresitn de la vitamina K-dependiente y-
carboxilasas (Wajih, et al, J. Biol. Chem. 280 (36) 31603-31607) puede ayudar
a las modificaciones post-traduccionales de la vitamina K-dependiente de las
proteinas, tales como poliggptidos FVII.
e. Plantas

Las @ulas de las plantas transgricas y las plantas se pueden utilizar
para la expresin de FVII. La expresin de las construcciones se suelen transferir
a las plantas mediante la transferencia directa de ADN como el bombardeo de
microproyectiles y la transferencia mediada PEG en protoplastos, y con la
transformactn mediada por Agrobacterium. Los vectores de exprestn pueden
incluir secuencias de promotor y potenciador, elementos de la terminacin de la
transcripctn, y elementos de control de la traduccin. Los vectores de expresiny
las &cnicas de transformacin se dividen entre los receptores dicotiledneas, como
la Arabidopsis y el tabaco, y los anfitriones monocotiledneas, como el maiz y el
arroz. Ejemplos de los promotores de la planta utilizada para la expresin
incluyen el promotor del virus del mosaico de la coliflor, el promotor de la
nopalina sintasa, la ribosa bifosfato carboxilasa y el promotor de la ubiquitina y
de los promotores de UBQ3. Los marcadores seleccionables como la

higromicina, fosfomanosa isomerasa y neomicina fosfotransferasa se utilizan a
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menudo para facilitar la seleccon y el mantenimiento de las dulas
transformadas. Las @&ulas de la planta transformadas se pueden mantener en la
cultura como @ulas, agregados (tejido de callos) o regenerado en plantas
enteras. Porque las plantas tienen diferentes patrones de glicosilacin de las
@ulas de mamiferos, esto puede influir en la elecctn de producir FVII en estas
nmaquinas. Las dulas de las plantas transgnicas tambén pueden incluir las algas
modificadas ger&ticamente para producir proteinas (\éase, por ejemplo, Mayfield
et al. (2003) PNAS 100:438-442). Porque las plantas tienen diferentes patrones
de glicosilactn de las dulas de mamiferos, esto puede influir en la eleccin de
producir FVII en estas néquinas.

2. Purificacion

Los n&odos para la purificactn de poliggptidos FVII de las &ulas del
huésped dependen de las @&ulas del hiésped elegido y los sistemas de expresin.
Para las mokculas secretadas, las proteinas suelen ser purificadas de los
medios de cultivo despiés de la eliminacin de las @ulas. Para la expresin
intracelular, las dulas pueden ser lisis y las proteinas purificadas de los
extractos. Cuando los organismos transgnicos, como las plantas y animales
transgnicos se utilizan para la expresin, los tejidos u &ganos pueden ser
utilizados como material de partida para hacer un extracto de lisis celular.
Adends, la produccitn de animales transgnicos puede incluir la produccitn de
poliggptidos en la leche o los huevos, que pueden ser recogidos, y si es
necesario las proteinas pueden extraerse y purificarse mediante los né&odos

estindar en el arte.
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El FVII puede ser purificado mediante &cnicas eséndar de purificacin de
proteinas conocidas en el arte, incluyendo pero no limitado a, SDS-PAGE, la
fraccin de tamdio y cromatografia de exclustnde tamd, la precipitacin de sulfato
de amonio, cromatografia de quelato y cromatografia de intercambio tnico. Por
ejemplo, los poliggptidos FVII pueden ser purificados por cromatografia de
intercambio anitnico. Un n&odo ejemplar para purificar los poligptidos FVII est&
utilizando una columna de intercambio @nico que permite la unin de los
polipgptidos que tiene un dominio Gla funcional, seguida de eluctn en presencia
de calcio (\&ase, por ejemplo, ejemplo 3). Las tcnicas de purificaciin de afinidad
tambén se pueden utilizar para mejorar la eficiencia y la pureza de los
preparativos. Por ejemplo, los anticuerpos, los receptores y otras mokculas que
se unen a FVII pueden ser utilizadas en la purificactn de la afinidad. En otro
ejemplo, la depuracin tambén se puede mejorar con una columna de afinidad
soluble TF (STF) (Maun et al. (2005) Prot. Sci. 14:1171-1180). Los constructos
de expresin tambén puede ser disdiados para diadir una etiqueta de afinidad,
tales como un epitopo myc, la fustn GST o His6 y purificado por afinidad con
anticuerpos myc, la resina de glutatin, y Ni-resina, respectivamente, a una
proteina. La pureza puede ser evaluada por cualquier m&odo conocido en el arte
como la electroforesis en gel y tinctny &cnicas espectrofoton#éricas.

La proteasa FVII puede ser expresada y purificada para estar en una
forma inactiva (formulario zimégeno) o, alternativamente, la proteasa expresada
puede ser purificada en una forma activa, como por autocatisis. Por ejemplo,

los poliggptidos FVII que han sido activados a través de rotura proteolitica de
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Arg=“-lle™’ se pueden preparar in vitro (es decir, FVlla, dos forma de cadena).
Los poliggptidos FVII pueden ser primero preparados por cualquiera de los
nmétodos de produccin descritos en este documento, incluyendo pero no limitado
a, la produccin de @&ulas de mamiferos, seguido de la depuracin. La escisin de
los poliggptidos FVII en la forma activa de la proteasa, FVlla, se puede lograr por
diversos medios. Por ejemplo, autoactivation durante la incubacin con vesiculas
de fosfolipidos en la presencia de calcio que se puede alcanzar en 45 minutos
(Nelsestuen et al. (2001) J Biol Chem 276:39825-31). Los poligptidos FVII
tambén se pueden activar a la terminactn de la incubacitn con el factor Xa, el
factor Xlla o de FT en la presencia de calcio, con o sin fosfolipidos (\éase, por
ejemplo, el Ejemplo 3 y Broze et al. (1980) J Biol Chem 255:1242--1247,
Higashi et al. (1996) J Biol Chem. 271 :26569-26574, Harvey et al. J Biol Chem
278:8363-8369).

3. Proteinas de Fusion

Las proteinas de fusin que contienen un poligptido modificado de FVII y
son de uno o més distinto poliggptidos tambén fueron proporcionados.
Composiciones farmacduticas que contienen tales proteinas de fusin formuladas
para la administracitn por una via adecuada son proporcionadas. Las proteinas
de fusin son formadas al ligar en cualquier orden el poligptido modificado de
FVIl y un agente, tal como un anticuerpo o un fragmento de éste, factor de
crecimiento, receptor, ligando, y otro agente distinto para facilitar la purificacitn

de un poligptido de FVII, alterando las propiedades farmacodirénicas de un

poliggptido de FVII por direccin, por ejemplo, al dirigir el poliggtido a una @ula o
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a un tejido, y/o aumentando la expresin o la secrecin del poliggptido de FVII.
Cualquier proteina de fusin de FVII retiene tipicamente actividad del coagulante
por lo menos cerca del 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, o del 95%
comparada con un poligptido de la no-fusin FVII, incluyendo el 96%, 97%, 98%,
99% o una actividad nés grande del coagulante comparados con un polipgtido
de no fusin.

El enlace de un poliggptido de FVII con otro poligptido puede ser afectado
directamente o indirectamente via un enlazador. En un ejemplo, el enlace puede
ser un enlace quimico, por ejemplo via agentes del heterobifuncional o enlaces
tiol o otros enlaces similares. La fusin tambén puede ser efectuada por medio de
un recombinante. La fusitn de un poliggptido de FVII a otro poligdptido puede ser
de terminal N- 6 C- del poliggptido de FVII. No limitando ejemplos de los
poliggptidos que pueden ser utilizados en proteinas de fusin con un poliggptido de
FVII proporcionado aqui incluye, por ejemplo, un poligptido del GST (S-
transferasa del glutatin), el dominio de Fc de la inmunoglobulina G, o una
secuencia de una sdal hetedoga. Las proteinas de fusin pueden contener
componentes adicionales, tales como la proteina de untn E. coli maltosa (MBP)
la cual ayuda en la absorcin de la proteina por las &ulas {vea, la aplicactn PCT
internacional. No. WO 01/32711).

La proteina de fustn puede ser producida por &cnicas eséndares de
recombinantes. Por ejemplo, los ddigos de fragmentos de ADN de las
diferentes secuencias polipeptidicas se pueden unir en-el-marco-de ligado de

acuerdo con las €cnicas convencionales, ejemplo, utilizando extremos romos o
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escalonado de Termini para la ligadura, restricctn de la enzima de digestin para
proporcionar el apropiados Termini, relleno de extremos cohesivos sedghn
corresponda, tratamiento de la fosfatasa alcalina para evitar uniones
indeseables, y ligactn enzindética. En otra realizacin, el gen de la fusid puede ser
sintetizado por las tnicas convencionales, incluyendo los sintetizadores
automatizados del ADN. Alternativamente, la amplificactn de PCR de los
fragmentos ginicos puede ser realizada usando los cebadores del anclaje que
dan lugar a voladizos complementarios entre dos fragmentos gnicos
consecutivos que puede ser posteriormente recocidos y reamplificados para
generar una secuencia de genes quin#ica (\ase, ejemplo, a Ausubel et al.
(eds.) PROTOCOLOS ACTUALES EN LA BIOLOGIA MOLECULAR, John Wiley
y Hijos, 1992). Por otra parte, muchos de los vectores de exprestn estn
disponibles comercialmente ya que codifica una mokcula de fusin {ejemplo, un
poliggtido del GST). La codificacitn delécido nucleico de FVII puede ser clonado
en tal vector de expresin tales que la mokcula de fusin esta en-el-marco-de unin
de la proteina de la proteasa.

4, Modificacion de polipéptido

Polipdptidos de los de FVII modificados pueden ser preparados como
cadenas polipeptidicas desnudas o como un complejo. Para algunas
aplicaciones, puede ser deseable preparar FVII modificado en una forma
“desnuda” sin modificaciones quimicas pos-traslacionales u otras
modificaciones quimicas. Cadenas polipeptdicas desnudas pueden ser

preparadas en los huespedes adecuados que no modifiquen pos-
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traslacionalmente al FVII. Estos poligdtidos tambén pueden prepararse en
sistemas In Vitro y usando sintesis guimica del poligptido. Para las distintas
aplicaciones, modificaciones determinadas pueden ser deseadas incluyendo
pegilacin, albuminacin, glicosilacin, carboxilactn, hidroxilacn, fosforilactn u otras
modificaciones conocidas. Modificaciones pueden ser hechas In Vitro o, por
ejemplo, produciendo el FVII modificado en un huésped adecuado que produzca
tales modificaciones.

5. Secuencias de nucleotidos

Las mokculas deé&cido nucleico que codificaban poliggptidos de FVII o de
FVII modificado son proporcionados aqui. Las mokculas de &ido nucleico
incluyen variantes abicas o variantes de empalme de cualquier polipgptido
codificado de FVII. Ejemplares de las mokculas deécido nucleico proporcionaron
aqui, son cualquiera que codifigue un poligptido modificado de FVII
proporcionado aqui; por ejemplo cualquier codificactn que un poligptido
establecido en cualquiera de SEQ ID NOS.: 18-43, 125-1506 206-250. En una
realizacitn, las mokculas de &ido nucleico proporcionadas aqui tienen por lo
menos 50, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 0 99% de la secuencia
de identidad o hibridan bajo condiciones, de media o alta severidad a lo largo
por lo menos del 70% de cualquier &ido nucleico completo que codifica un
poliggtido de FVII proporcionado aqui. En otra realizacitn, Una moleula deé&cido
nucleico puede incluirésos con secuencias degeneradas del codn que codifican
los polipgptidos de FVII proporcionados aqui.

G. Evaluando las actividades modificadas del polipé ptido FVII
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Las actividades y las propiedades de los poligptidos de FVII pueden ser
evaluadas In Vitro y/o In Vivo. Ensayos para tal evaluacin son conocidos por los
especialistas en esta €cnica y el son conocido para correlacionar actividades
ensayadas y resultados de las actividades terapauticas In Vivo. En un ejemplo,
variantes de FVII pueden ser evaluadas con respecto a FVII sin modificar y/o
del tipo salvaje. En otro ejemplo, la actividad de poliggptidos FVII modificados
pueden ser evaluados seguidos por la exposictn In Vitro o In Vivo a TFPI o0 a
AT-lll y se compara con la de los poligptidos modificados de FVII que no han
sido expuestos a TFPI o a AT-lll. Los ensayos In Vitro incluyen cualquier
ensayo del laboratorio conocido por un especialista en la #cnica, como por
ejemplo, los ensayos basados en la @&ula que incluyen ensayos de la
coagulacin, los ensayos de unin, los ensayos de la proteina, y los ensayos de la
biologia molecular. Los ensayos In Vitro incluyen ensayos de FVII en modelos
animales asi como la administracin a los seres humanos. En algunos casos, la
actividad In Vivo de FVII sea determinada evaluando sangre, suero, u otro
fluido corporal para los determinantes del ensayo. Las variantes de FVII tambgén
pueden ser ensayadas In Vivo para evaluar una actividad o una propiedad, tal
como el efecto terapéutico.

Tipicamente, el ensayos descritos aqui son con respecto a la forma activa
de dos cadenas de FVII, es decir. FVlla. Tales ensayos tambén pueden ser
realizados con la forma de cadena sencilla, por ejemplo para proporcionar un
control negativo puesto que tal forma no contiene tipicamente actividad

proteolitica o catalitica, requeridas para la actividad coagulante de FVII. Adersés,
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tales ensayos tambgn pueden realizarse en presencia de cofactores, tales como
TF, que a veces aumenta la actividad de FVII.

1. Ensayos In Vitro:

Los ensayos In Vitro ejemplares incluyen ensayos para evaluar la
modificactn y la actividad del poligptido. Las modificaciones pueden ser
evaluadas usando los ensayos In Vitro que evalian carboxilacth y- u otras
modificaciones pos-traslacionales, ensayos de la proteéha y ensayos
conformacionales conocidos en la €cnica. Los ensayos para la actividad
incluyen, pero no estn limitados a, la medicin de la interacctn de FVII con
distintos factores de coagulacitn, tales como TF, factor X y factor IX, ensayos
proteoliticos para determinar la actividad proteoltica de los poliggptidos de FVII,
ensayos para determinar la unin y/o la afinidad de los poliggptidos de FVII para
las fosfatidilserinas y los distintos fosfolipidos, y de los ensayos basados en la
@ula para determinar el efecto de los poliggptidos de FVII en la coagulacin.

Las concentraciones de los poliggptidos de FVII modificados pueden ser
evaluadas por los méodos bien conocidos en la #cnica, incluyendo pero no
limitados a, los ensayos de inmunoardisis de la cuasi-enzima (ELISA), SDS-
PAGE; Bradford, Lowry, m&todos de BCA; Absorbancia UV, y otros méodos de
etiquetado de la proteina cuantificable, por ejemplo, pero no limitado a, néodos
inmunobgicos, radiactivos y fluorescentes y néodos relacionados.

La evaluacin de productos de escisin de las reacciones de la protdlisis,
incluyendo la escistn de los poliggptidos de FVII o de los productos producidos

por actividad de la proteasa de FVII, pueden ser realizados usando los n&odos

22C



que incluyen, pero no estn limitados a, la divisin del substrato cromognico,
HPLC, ardisis de SDS-PAGE, ELISA, secado occidental, inmunohistoquimica, la
inmunoprecipitacitn, la secuenciactn de NH2-terminal, y el etiquetado de la
proteina.

Las propiedades estructurales de los poliggptidos de FVII modificado
tambén pueden ser evaluadas. Por ejemplo, la cristalografia de la radiografia, la
resonancia magrética nuclear (NMR), y la microscopia del crioelectén (crio-EM)
de los poligptidos de FVII modificado pueden ser realizados para evaluar la
estructura tridimensional de los poligptidos de FVII y/o de las distintas
propiedades de los poligptidos de FVII, tales como CA* o la unin del cofactor.

Adends, la presencia y la extensin de la degradacin de FVII pueden ser
medidas por E&cnicas esBndares tales como la electroforesis en gel de
poliacrilamida del dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE), y el secado occidental
de electroforesis de las muestras que contenian FVII. Los poligptidos de FVII
gue se han expuesto a las proteasas tambén pueden ser sometidos a la
secuenciactn de la N-terminal para determinar la posicn o cambios en los sitios
de escisin de los poligptidos modificados de FVII.

a. Modificacion pos-traslacional

Los poliggptidos de FVII tambén pueden ser evaluados para la presencia
de modificaciones pos-traslacionales. Tales son los ensayos conocidos en la
tcnica e incluyen ensayos para medir el glicosilactn, la hidroxilactn, y la
carboxilactn. En un ensayo ejemplar para el glicosilactn, el ardisis del

carbohidrato puede ser realizado, por ejemplo, con el arélisis SDS de las @ginas
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de los poligyptidos de FVII expuestos a la hidrazirdisis o al tratamiento de la

endoglicosidasa.

La hidrazirdisis libera glicanos vinculados N y O de glicoproteinas
mediante la incubacitn con anhidro hirazina, mientras que la liberactn de
endoglicosidasa involucra PNGasa F, la cual libera la mayoria de glicanos N de
las glicoproteinas. La hidrardisis o tratamiento de endoglicosidasa de poligptidos
FVII genera un terminal de reduccin que puede ser etiquetado con una etiqueta
de fluodforo o cron®foro. Los poligptidos FVII etiguetados pueden ser analizados
mediante electroforesis de carbohidrato asistido de fluodforo (FACE). La
etiqueta fluorescente para glicanos tambgn puede ser utilizada para el ardisis,
perfilamiento o huella de monosadidos de patrones de glicosilacitn compleja
mediante HPLC. Los m&odos HPLC ejemplares cinlueyn cromatografia de
interacctn hidrofilica, interacctn electinica, intercambio de iones, interaccin
hidrobbica, y cromatografia de exclusin de tamdo. Las sondas de glicano
ejemplares incluyen, pero no se limitan a, 3-(acetilamino)-6-aminoacridina (AA-
Ac) y 2&ido aminobenzoico (2-AA). Las mitados de carbohidrato tambén
pueden ser detectadas a travss del uso de anticuerpos espedficos que
reconocen el poligptido FVII glicosilado. Un ensayo ejemplar para medir la
hidroxilacitn B comprende el arélisis de HPLC de fase reversa de poliggptidos FVII
que han sido sujetos a hiddisis alcalina (Przysiecki et al. (1987) PNAS 84:7856-
7860). La carboxilactn y carboxilactn y de poliggtidos FVII puede ser evaluada

usando espectrometria de masa con arélisis de tiempo de vuelo de ionizactn de
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desercin de Eser asistida por matriz (MALDI-TOF), como se describe en el arte
(ver por ejemplo, Harvey et al. J Biol Chem 278:8363-8369, Maum et al. Prot
Sci 14:1171-1180). La interaccitn de un poliggtido FVII que contiene el propptido
(pro-FVII) con la carboxilasa responsable por la modificactn pos-translacional
de carboxilato y tamb#én puede ser evaluada. La constante de disociacitn (Kg)
seguida a la incubacin de carboxilasa con poliggptidos pro-FVII etiquetados con
fluorescina puede ser medida mediante la determinactn de la cantidad de
carboxilasa unida por anisotropia (Lin et al. (2004) J Biol Chem 279:6560-6566).
b. Actividad proteolitica

Los poliggptidos FVII modificados pueden ser probados para actividad
proteolitica. La actividad proteolitica del FVII puede ser medida usando sustratos
cromogicos tales como Cromozim t-Pa (MeSO,-D-Phe-Gly-Arg-pNA), S-2288
(H-D-lle-Pro-Arg-pNA), S-2266 (H-D-Val-Leu-Arg-pNA), S-2765 (Z-D-Arg-Gly-
Arg-pNA), Espectrozima FXa y Espectrozima FVlla (CH3SO2-D-CHA-But-Arg-
pNA). Los poligptidos FVII, solos o en presencia de TF, son incubados con
concentraciones variantes de sustrato cromogico. La ruptura del sustrato
puede ser monitoreada mediante la absorbencia y la tasa de hiddisis de
sustrato determinada por regresin lineal usando un programa de computador
Ecilmente disponible.

La activactn de sustratos de factor de coagulacitn, tales como FX, por
poliggtidos FVII tambén puede ser evaluada. Los poliggptidos FVII, con o sin
preincubacitn con TF, pueden ser incubados con FX purificado (disponible

comercialmente). La cantidad de FXa activo producido como consecuencia de
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la incubacin con poligptidos FVII es medida como actividad de FXa para un
sustrato cromognico, tal como S-2222 o FXa Spectrafluor (CH3SO2-D-CHA-
Gly-Arg.AMC.AcOH), el cual es monitoreado por medio de los cambios de
absorbencia (Harvey et al. J Biol Chem 278:8363-8369, ver tambgénel Ejemplo 5
nmés adelante). Una fuente de fosfolipidos tambén puede se incluida en la
incubacinde FVII y FX (Nelsestuen et al. (2001) J Biol Chem 276:39825-31).
C. Actividad de coagulacién

Los poliggptidos FVII pueden ser probados para actividad de coagulacin
mediante el uso de ensayos bien conocidos en el arte. Por ejemplo, algunos de
los ensayos incluyen, pero no se limitan a, un ensayo de coagulactn de dos
etapas (Leibman et al. (1985) PNAS 82:3879-3883); el ensayo de tiempo de
protrombina (PT, el cual puede medir la actividad dependiente de TF del FVlla);
tiempo de coagulaciin activado (ACT); tiempo de coagulacin activada
recalcificada; el tiempo de coagulacin de Lee-White; o tromboelastografia (TEG)
(Pusateri et al. (2005) Critical Care 9:S15-S24). Por ejemplo, la actividad de
coagulactn de un poliggptido FVII modificado puede ser determinada por un
ensayo a base de PT en donde el FVII es diluido en plasma deficiente de FVII,
y mezclado con reactivo de tiempo de protrombina (recombinante TF con
fosfolipidos y calcio), tal como el disponible como Innovin™ de Dade Behring.
La formacin del cagulo es detectadadpticamente y el tiempo de coagulacin es
determinado y comparado contra el plasma deficiente de FVII solo.

d. Unidn y/o inhibicién por otras proteinas
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Los ensayos de inhibictn pueden ser utilizados para medir la resistencia
de los poliggptidos FVII modificados a inhibidores de FVII, tal como, por ejemplo,
TFPI y AT-lIl, o mokulas tales como Zn?*. Las evaluaciones de inhibictn de
otros inhibidores tamb#é pueden ser probadas e incluyen, pero no se limitan a,
otros inhibidores de serina proteasa, y anticuerpos espedficos de FVII. La
inhibictn puede ser evaluada mediante la incubacitn de, por ejemplo, TFPI, AT-
Il 0 Zn** con poligptidos FVII que han sido preincubados con TF. La actividad
del FVII puede luego ser medida utilizando una o nés ensayos de actividad de
coagulacin descritos anteriormente, y la inhibictn por TFPI, AT-IIl o Zn** puede
ser evaluada mediante la comparactn de la actividad de los poligptidos FVII
incubados con el inhibidor, con la actividad de poligptidos FVII que no fueron
incubados con el inhibidor.

Los poliggptidos FVII pueden ser probados para la unin a otros factores
de coagulacin e inhibidores. Por ejemplo, las interacciones directas o indirectas
de FVII con cofactores, tales como TF, sustratos, tales como FX y FIX, e
inhibidores, tales como TFPI, antitrombina Il y heparina pueden ser evaluados
usando cualquier ensayo de unin conocido en el arte, que incluye, pero no se
limita a, inmunoprecipitactn, purificactn de columna, SDS-PAGE no reductor,
ensayos de BlAcor&®) resonancia de plasma de superficie (SPR), transferencia
de energia de resonancia de fluorescencia (FRET), polarizacitn de fluorescencia
(FP), calorimetria de titulactn iso&mica (ITC), dicroismo circular (CD), ensayos
de complementactn de fragmento de proteina (PCA), espectroscopia de

Resonancia Magrética Nuclear (NMR), dispersin ligera, equilibrio de
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sedimentacin, cromatografia de filtracin de gel de zona pequédi, retardacin de
gel, secante de lejano oeste, polarizactn de fluorescencia, huella de proteina de
radical hidroxilo, visualizactn de fago, y varios sistemas de hibridos dobles. En
un ejemplo la unin de Zn?* es evaluada usando ardlisis de equilibrio (Petersen et
al., (2000) Protein Science 9:859-866).
e. Afinidad de fosfolipidos

La unin y/o afinidad del poliggptido FVII modificado por fosfotidilserina
(PS) y otros fosfolipidos puede ser determinada usando ensayos bien conocidos
en el arte. Los fosfolipidos altamente puros (por ejemplo, concentraciones
conocidas de PS bovina y fosfatidilcolina (PC) de huevo, las cuales se
encuentran disponibles comercialmente, tales como de Sigma, en solvente
orgnico que puede ser utilizado para preparar vesiculas de fosfolipidos
unilaminar pequdis. La unin del poliggptido FVII a estas vesiculas PS/PC puede
ser determinada por la dispersin de luz relativa a 9¢° de la luz incidente. La
intensidad de la dispersin de luz con PC/PS solo y con PC/PS7FVII es medida
para determinar la disociacitn constante (Harvey at al. J Biol Chem 278:8363-
8369). La resonancia de plasma de superficie, tal como en un instrumento
biosensor BlAcore, tambén puede ser utilizado para medir la afinidad de
polipgptidos FVII para las membranas de fosfolipidos (Sun et al. Blood 101:2277-
2284).

2. Modelos animales no humanos

Los modelos de animales no humanos pueden ser utilizados para

evaluar la actividad, eficacia y seguridad de poliggptidos FVII modificados. Por
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ejemplo, los animales no humanos pueden ser utilizados como modelos para
una enfermedad o condictn. Los animales no humanos pueden ser inyectados
con enfermedad y/o sustancias que inducen fenotipo antes de la administracin
de variantes de FVII, tal como cualquier variante de FVII establecida en
cualquiera de las SEQ ID NOS: 18-43, 125-150 o 206-250, para monitorear los
efectos en la progresin de enfermedad. Los modelos ger&ticos tambén sonttiles.
Los animales, tales como ratones, pueden ser generados los cuales imitan una
enfermedad o condicn por la sobre-expresin, bajo expresin o eliminacin de uno
0 IMés genes, tales como, por ejemplo, ratones de eliminacin de factor VIl que
muestran hemofilia A (Bi et al. (1995) Nat Gen 10:19-121). Dichos animales
pueden ser generados por medio de #cnicas transgnicas de producctn de
animal bien conocidas en el arte o usando cadenas de mutante inducidas u que
ocurren de forma natural. Los ejemplos de modelos de animales no humanes
tiles de enfermedad asociada con FVII incluyen, pero no se limitan a, modelos
de desxdenes de sangrado, en particular hemofilia, o enfermedad tromhitca.
Los modelos de animales no humanos para lesitn tambén pueden ser utilizados
para evaluar una actividad, tal como la actividad de coagulacin, de poligptidos
FVII. Estos modelos de animales no humanos pueden ser utilizados para
monitorear la actividad de las variantes de FVII en comparactn con un
poliggptido FVII tipo salvaje.

Los modelos de animales tamb#n pueden ser utilizados para monitorear
la estabilidad, vida media, y aclaractn de los poligptidos FVII modificados.

Dichos ensayos sontiiles para comparar los poliggptidos FVII modificados y para
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calcular dosis y regimenes de dosis para las pruebas adicionales de animales
no humanos y de humanos. Por ejemplo, un poliggtido FVII modificado, tal
como cualquier variante de FVII suministrado a@ incluyendo, por ejemplo,
cualquiera establecido en cualquiera de las SEQ ID NOS: 18-43, 125-150 o
206-250, puede ser inyectado en la vena de la cola de los ratos. Las muestras
de sangre son luego tomadas en puntos de tiempo desplés de la inyeccin (tales
como minutos, horas y das despwés) y luego el nivel de los polipggptidos FVII
modificados en las muestras corporales incluye, pero no se limita a, suero o
plasma pueden ser monitoreados en puntos de tiempo especificos por ejemplo
por ELISA o radioinmunoensayo. Las muestras de sangre de varios puntos de
tiempo seguidos a la inyeccitn de los poliggtidos FVII tambén pueden ser
probadas para la actividad de coagulacin utilizando varios né&odos, tal como se
describe en los Ejemplos 9 y 14. Estos tipos de estudios farmacociréticas
pueden suministrar informacitn con relactn a la vida media, aclaramiento y
estabilidad de los poliggptidos FVII, los cuales pueden asistir en la determinacin
de dosis adecuadas para la administracn como un procoagulante.

Los poligptidos FVII modificados, tales como cualquiera de los
establecidos en cualquiera de las SEQ ID NOS:18-43, 125-150 o 206-250,
pueden ser probados para efectividad teraputica usando modelos de animales
para hemofilia. En un ejemplo no limitante, un modelo animal tal como un ratn
puede ser utilizado. Los modelos ratones de hemofilia esén disponibles en el
arte y pueden ser empleados para probar los poliggtidos FVII modificados. Por

ejemplo, un modelo ratn de hemofilia A que es producida por inyeccin con

22¢



anticuerpos anti-FVIlIl pueden ser utilizados para evaluar la actividad
coagulante de los poliggptidos FVII (ver por ejemplo, Ejemplos 8 y 14, y
Tranholm et al. Sangre (2003) 102:3615-3620). Un modelo de ratn de hemofilia
B tambén puede ser utilizado para probar los poliggptidos FVII (Margaritis et al.
(2004) J Clin Invest 113:1025-1031). Los modelos no ratn de desxdenes de
sangrado tambén existen. La actividad de poliggptido FVII puede ser evaluada en
ratas con sangrado inducido de warfarina o sanragdo inducido de melagatran
(Diness et al. (1992) Throm Res 67:233-241, Elg et al. (2001) Thromb Res
101:145-157), y conejos con sangrado inducido de heparina (Chan et al. (2003)
J Thromb Haemost 1:760:765). Los perros con hemofilia A, hemofilia B y
enfermedad de von Willebrand consanguineas que muestran sangrado severo
tambén pueden ser utilizados en estudios animales no humanos con poliptidos
FVII (Brinkhous et al. (1989) PNAS 86:1382-1386). La actividad de los
poliggptidos FVII también puede ser evaluada en un modelo de ratn de sangrado
en el cual se induce trombocitopenia mediante una combinactn de radiacin
gama y el uso de anticuerpos de plaquetas (Tranholm et al. (2003) Thromb Res
109:217-223).

Adicional a los animales con degrdenes de sangrado generalizados,
lestn y modelos de trauma pueden ser utilizados para evaluar la actividad de
los poliggptidos FVII, y su seguridad y eficacia como un coagulante terapéutico.
Los ejemplos no limitantes de dichos modelos incluyen modelo de estenosis
coronaria en conejo (Fatorutto et al. (2004) Can J Anaesth 51:672-679), un

modelo de lesitn de higado grado V en cerdos (Lynn et al. (2002) J Trauma
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52:703-707), un modelo de lesin de higado grado V en cerdos (Martinowitz et al.
(2001) J Trauma 50:721-729) y modelo de aortotomia en cerdo (Sondeem et al.
(2004) Shock 22:163-168).

3. Ensayos Clinicos

Varios ensayos estn disponibles para evaluar la actividad del FVII para
uso clinico. Dichos ensayos pueden incluir la evaluactn de la coagulacin,
estabilidad de proteina y vida media in vivo, y ensayos fenotipicos. Los ensayos
fenotipicos y los ensayos para evaluar el efecto teraputico del tratamiento de
FVII incluyen evaluaciones de los niveles de la sangre de FVII (por ejemplo,
medictn del FVII de suero antes de la administractn y los puntos de tiempo
seguidos a las administraciones incluyendo, despwes de la primera
administracin, inmediatamente despés de la Utima administracitn, y puntos de
tiempo entre estos, que corrigen para el indice de masa corporal (BMI)),
evaluacin de la coagulactn sanguinea in vivo usando los n&odos descritos
anteriormente seguido al tratamiento con FVII (por ejemplo, ensayo PT), y
respuesta fenotipica al tratamiento de FVII que incluye la mejora de los sintomas
sobre el tiempo en comparacin con los sujetos tratados con un FVII no
modificado y/o tipo salvaje o placebo. Los pacientes tratados con poligptidos
FVII pueden ser monitoreados para pidida de sangre, requerimiento de
transfustn, y hemoglobina. Los pacientes pueden ser monitoreados
regularmente por un periodo de tiempo para administraciones de rutina o
repetidas, o seguido a la administractn en respuesta a eventos agudos, tales

como hemorragia, trauma, o procedimientos quitrgicos.
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H. Formulacion y Administracion

Las composiciones para el uso en el tratamiento de desxdenes de
sangrado se suministran a@& Dichas composiciones contienen una cantidad
terapiuticamente efectiva de un poligtido factor VIl como se describe ad@ Las
concentraciones efectivas de poliggptidos FVII o derivados farmaduticamente
aceptados de los mismos son mezcladas con un portador o vehiculo
farmacdutico adecuado para la administracin sisémica, tpica o local. Los
compuestos son incluidos en una cantidad efectiva para el tratamiento del
desorden seleccionado. La concentracin de compuesto activo en la composicin
depender de la absorcin, inactivacin, tasas de excrectn del compuesto activo,
cronograma de dosis, y cantidad administrada asi como otros factores
conocidos para aquellos expertos en la materia.

Los portadores o vehiculos farmacduticos adecuados para la administractn
de los compuestos a@suministrados incluyen cualquier portador conocido para
los expertos en la materia para ser adecuado para el modo particular de
administractn. Las composiciones farmaduticas que incluyen una cantidad
terapguticamente efectiva de un poliggptido FVII descrito a@ tambén pueden ser
suministradas como un polvo liofilizado que es reconstituido, tal como con agua
estril, inmediatamente antes de la administracin.

1. Formulaciones

Las composiciones farmaduticas que contienen FVII pueden formularse
en cualquier forma convencional por la mezcla de una cantidad selecta de

poliggptido con uno o mé portadores o excipientes fisiotgicamente aceptables. La
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seleccin de la portador o excipiente esédentro de la habilidad de la profesin de
la administracitn y puede depender de una serie de paametros. Estos incluyen,
por ejemplo, el modo de administracin (es decir, sisémica, oral, nasal, pulmonar,
locales, tpicos, o de cualquier otro modo) y el trastorno tratado. Las
composiciones farmaduticas aqui contenidas puede ser formuladas para la
dosistnica (directo), la administracin o para la dilucin o la modificacitn de otros.
Las concentraciones de los compuestos en las formulaciones son eficaces para
la entrega de una cantidad, de la administractn, que es eficaz para el
tratamiento previsto. Normalmente, las composiciones estn formuladas para la
administractn de dosisnica. Para formular una composicin, la fraccin del peso
de un compuesto o mezcla de este producto se disuelve, suspendida, dispersa
0 mezclada en un vehiculo seleccionado en una concentracin efectiva de tal
manera que la condicin del tratado sea aliviada o mejorada.

Los poligptidos modificados FVII del presente documento pueden ser
formulados para la administracin a un sujeto como una proteina de dos cadenas
FVila. Los poligptidos modificados FVII pueden ser activados por cualquier
método conocido en el estado de la &cnica a la formulacin. Por ejemplo, el FVII
puede ir bajo activactn durante la purificactn mediante cromatografia de
intercambio onico (Jurlander et al. (2001) Semin Thromb Hemost 27:373-384).
Los poliggptidos modificados FVII tambén pueden ser activados mediante la
incubacin con FXa inmovilizados en cuentas (Kemball-Cook et al. (1998) J Biol
Chem 273:8516-8521), o cualquier otro mé&odo conocido en el arte (\éase tambén

el ejemplo 3). La inclustn de calcio en estos procesos, asegura la plena
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activactny correcto plegamiento de la proteina FVIla modificada. Los poligptidos
modificados FVII del presente documento tambén pueden ser formulados para
la administractn como una proteina de cadenaunica. Los poligptidos de cadena
(nica FVII pueden ser purificados de forma que se evite su degradacin (\éase,
por ejemplo, US6677440). Los poligptidos modificados FVII del presente
documento pueden ser formulados de tal manera que las formas de cadena
(nca y dos cadenas se encuentran en la composictn farmadutica, en cualquier
proporcin por la seleccin adecuada del medio para eliminar o controlar la auto
activacin.

El compuesto puede ser suspendido en forma micronizada u otra forma
adecuada, o puede ser derivatizada para producir un producto activo nés
soluble. La forma de la mezcla resultante depende de una serie de factores,
incluyendo el modo previsto de la administracitn y la solubilidad del compuesto
en el portador o vehiculo elegido. Las mezclas resultantes son soluciones,
suspensiones, emulsiones y otros mezclas, y pueden ser formuladas como una
mezcla no acuosa 0 acuosa, cremas, geles, cremas, emulsiones, soluciones,
jarabes, lociones, suspensiones, tinturas, pastas, espumas, aerosoles,
irrigaciones, aerosoles, supositorios, vendajes, o0 cualquier otra frmula
adecuada para administracin sisémica, tpica o local. Para la administracin
interna local, como por ejemplo, intramuscular, parenteral o la administracin
intra-articular, los polipggptidos pueden ser formulados como una suspensin
acuosa de soluctn en un medio k&sico, como la solucbn salina isobnica o se

combinan con un apoyo biocompatible o bioadhesivo destinado a la
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administractn interna. La concentracin efectiva es suficiente para mejorar la
condictn espedifica y puede ser determinada empiricamente. Para formular una
composicin, la fraccin del peso del compuesto que se disuelva, suspendido,
dispersos o mezclados en un vehiculo seleccionado en una concentracin
efectiva de tal manera que la condicn objetiva sea aliviada o mejorada.

En general, las composiciones farmaduicamente aceptables son
preparados a la vista de la aprobacin de un organismo regulador o de otro
preparado de conformidad con la farmacopea generalmente reconocida para su
uso en animales y en seres humanos. Las composiciones farmaduicas pueden
incluir portadores tales como diluyentes, coadyuvantes, excipientes o vehiculos
con los que se administran una isoforma. Estos portadores farmacuticos de
iquidos pueden ser estriles, como el agua y aceites, incluyendo los de petdeo,
animales, vegetales o de origen sin#tico, como el aceite de mani, aceite de soja,
aceite mineral y aceite de $samo. El agua es un portador tipico cuando la
composicin farmadutica se administra por Via intravenosa. Soluciones salinas y
dextrosa y soluciones acuosas de glicerol tambén se pueden emplear como
portadores de liquidos, especialmente para soluciones inyectables. Las
composiciones pueden contener un ingrediente activo: un diluyente como la
lactosa, sacarosa, fosfato didcico, o carboximetilcelulosa, un lubricante, como
estearato de magnesio, estearato de calcio y talco, y un aglutinante, como el
almidn, gomas naturales, tales como goma de mascar acaciagelatin, glucosa,
melaza, polinilporrolidina, celulosas y sus derivados, povidona, crospovidones y

otros aglutinantes tales como los que se conocen en el arte. Los excipientes
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farmaduticos adecuados incluyen almidin, glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina,
malta, arroz, harina, yeso, diatomita, estearato de sodio, monoestearato de
glicerol, talco, cloruro de sodio, leche descremada en polvo, glicerina, propileno
glicol, agua y etanol. Una composicin, si se desea, tambén puede contener
pequdias cantidades de mojar o0 agentes emulsionantes, 0 agentes
amortiguadores de pH, por ejemplo, el acetato, citrato de sodio, derivados de
ciclodextrina, sorbitol, acetato de sodio trietanolamina, oleato de trietanolamina,
y otros agentes. Estas composiciones pueden adoptar la forma de las
soluciones, suspensiones, emulsiones, tabletas, pildoras, @psulas, polvos, y las
formulaciones de liberacin sostenida. Las @psulas y cartuchos de, por ejemplo,
la gelatina para uso en un inhalador o insuflador pueden formularse con una
mezcla de polvo de un compuesto terapautico y una base de polvo adecuado, tal
como la lactosa o almidn. Una composicin puede formularse como un
supositorio, con aglutinantes y portadores tradicionales tales como los
trigliédidos. La formulactn oral puede incluir portadores eséndar, como los
grados farma@uticos de manitol, lactosa, almidn, estearato de magnesio,
sacarina de sodio, celulosa, carbonato de magnesio, y otros dichos agentes.
Los preparativos para la administracin oral, tambén pueden ser adecuadamente
formulados con inhibidores de la proteasa, como un inhibidor de Bowman-Birk,
un inhibidor de Bowman-Birk conjugado, la aprotinina y camostat. Ejemplos de
los portadores farmaduticos adecuados se describen en "Remington's
Pharmaceutical Sciences" por EW Martin. Estas composiciones contienen una

cantidad teraputicamente eficaz del compuesto, generalmente en forma
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purificada, junto con una cantidad adecuada del portador para proporcionar una
forma adecuada de administracin a un sujeto o paciente.

La formulactn debe adaptarse a la modalidad de administracitn. Por
ejemplo, el FVII modificado puede ser formulado para la administracin
parenteral por inyeccin (por ejemplo, por inyecctn en bolo o infusitn continua).
Las composiciones inyectables pueden adoptar diversas formas tales como
suspensiones, soluciones o emulsiones en vehiculos oleosos 0 acuosos. La
preparacin inyectable es&il también puede ser una solucin inyectable estril o una
suspensin en un txico por Via parenteral aceptable de diluyente o disolvente, por
ejemplo, como una solucin de 1-4, butanodiol. Los aceites fijos es&iles son
convencionalmente empleados como disolventes o medio de suspensin. Para
este fin, cualquier aceite fijjo suave puede ser empleado, incluyendo pero no
limitado a, mono-sin&ticos o digli&ridos,&cidos grasos (incluyendo el&ido oleico),
aceites vegetales naturales como el aceite de $samo, aceite de coco, aceite de
cacahuete, aceite de semilla de algodn, y otros aceites sinéticos o los vehiculos
grasos como oleato de etilo. Los intermediarios, conservantes, antioxidantes, y
los ingredientes adecuados, se pueden incorporar como Se necesite o
alternativamente, pueda comprender la formulacon.

Los polipggptidos pueden ser formulados como los ingredientes activos
farmaduticos tnicos en la composictn o se pueden combinar con otros
ingredientes activos. Los poliggptidos pueden ser objeto de entrega, tales como
la conjugacin de un agente de seleccitn, como un anticuerpo. Las suspensiones

liposomal, incluidos los tejidos de orientactn liposomas, tamb#én puede ser
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adecuados como portadores farmacuticamente aceptables. Estos pueden ser
preparados de acuerdo a los m&todos conocidos por los expertos en el arte. Por
ejemplo, las formulaciones de liposomas pueden ser preparadas como se
describe en la Patente de EE.UU. r? 4.522.811. La entrega liposomal tambén
puede incluir formulaciones de liberacin lenta, como las matrices de productos
farmaciuticos, tales como geles de cobgeno y liposomas modificados con
fibronectin (\éase, por ejemplo, Weiner et al. (1985) J Pharm Sci. 74 (9): 922-5).
Las composiciones aqui contenidas pueden contener uno o nés adyuvantes que
faciliten la entrega, tales como, pero no esén limitados a, los portadores inertes,
o sistemas de dispersin coloidal. Los ejemplos representantes y no limitativos
de portadores inertes, pueden ser seleccionados de agua, alcohol isopropilico,
fluoruros de carbono gaseoso, alcohol etiico, glicol de pirrolidona de vinilo,
propileno, gel de produccin de material, alcohol estearlico, addo esteiico,
esperma de ballena, sorbitn, metil celulosa , asi como combinaciones
adecuadas de dos o n#&s de los mismos. El compuesto activo es incluido en el
portador farmadiuticamente aceptable en una cantidad suficiente para ejercer
un efecto terapautico Uil en la ausencia de efectos secundarios no deseados
sobre el tema tratado. La concentractn teraputicamente efectiva puede ser
determinada empiricamente mediante pruebas de los compuestos conocidos in
vitro e in vivo en los sistemas, como los ensayos previstos aqui.
a. Dosis
La cantidad exacta o de dosis del agente terapiutico administrado

depende del poligptido FVII particular, la via de administractn, y otras
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consideraciones, tales como la gravedad de la enfermedad y el peso y el
estado general de la materia. La administracitn local del agente terapéutico
normalmente requieren una dosis més pequdr que cualquier modo de
administractn sisémica, aunque la concentracitn local del agente terapéutico
puede, en algunos casos, ser mayor despus de la administractn local que se
puede lograr con la seguridad en la administracin sisémica. Si es necesario, una
determinada dosis y la duractn y el protocolo de tratamiento puede ser
determinados empiricamente o de forma extrapolada. Por ejemplo, las dosis
ejemplares de poliggptidos recombinantes y nativas FVII pueden ser utilizados
como puntos de partida para determinar las dosis apropiadas. Por ejemplo, un
poliggptido  FVII recombinante (rFVila) que se ha activado para rFVila,
NovoSever®, ha sido administrado a pacientes con hemofilia A o hemofilia B,
que estn experimentando un episodio hemorggico, con una dosis de 90ug/kg por
infustn de bolo de 2 a 5 minutos, logrando un nivel de efectividad en la
circulactn de al menos 2pg/ml. La dosis se repite cada 2 horas hasta que se
logre la hemostasia. Los poliggptidos FVII modificados del presente documento
pueden ser eficaces en cantidades de dosis reducida y/o frecuencias
comparadas con dicha FVII recombinante. Por ejemplo, en los poliggptidos FVII
modificados aqui contenidos pueden ser administrados en una dosis de 80ug/kg,
70 pg/kg, 60 pglkg, 50 o/kg, 40 pg/kg, 30 pglkg, 20 pg/kg, 15 pg/kg 0 menos. En
algunas realizaciones, la dosis puede ser mayor, como 100ug/kg, 110pg/kg, 120
tokg, o superior. La duractn del tratamiento y el intervalo entre inyecciones

variaén sedn la gravedad de la hemorragia y la respuesta del paciente al
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tratamiento, y pueden ajustarse en consecuencia a esto. Los factores tales
como el nivel de actividad y la vida media del FVII modificado en comparacin
con el FVII sin modificar puede tenerse en cuenta al tomar decisiones en la
dosis. Las dosis y regmenes particulares pueden ser determinados
empiricamente.

En otro ejemplo, un poligptido FVII recombinante (rFVila) que se ha
activado para rFVlla, NovoSever® ha sido administrado a pacientes con
deficiencia conginita FVII que esén experimentando un episodio hemorggico, con
una dosis de 15-30ugkg en infusin de bolo de 2 a 5 minutos. La dosis se repite
cada 4-6 horas hasta conseguir la hemostasia. Los poliggptidos FVII modificados
del presente documento pueden ser eficaces en cantidades de dosis reducida
y/o frecuencias en comparacin con dicho FVII recombinante. Por ejemplo, los
poliggptidos FVII modificado aqui contenido puede ser administrado en una dosis
de 20g/kg, 15pg/kg, 10pg/kg, Spg/kg, 3pglkg o menos. En algunos ejemplos, la
dosis puede ser mayor, por ejemplo, 35ug/kg, 40pug/kg, 45ug/kg, o superior. La
duracin del tratamiento y el intervalo entre inyecciones variaécon la gravedad
de la hemorragia y la respuesta del paciente al tratamiento, y pueden ajustarse
en consecuencia. Los factores como el nivel de actividad y la vida media del
FVII modificado en comparactn con el FVII sin modificar puede ser utilizado
para tomar decisiones en la dosis. Por ejemplo, un poliggptido FVII modificado
que presenta una vida media més larga que un poliggptido FVII sin modificar
puede administrarse en dosis menores y/o con menor frecuencia que el

poliggptido FVII sin modificar. Del mismo modo, las dosis requeridas para el
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efecto terapéutico utilizando un poliggptido FVII modificado que muestra una
mayor actividad coagulante en comparacin con un poliggtido FVII sin modificar
puede reducirse en frecuencia y cantidad. Las dosis y regimenes particulares
pueden ser empiricamente determinados por una persona de habilidad en el
arte.
b. Formas de dosificacion

Compuestos farmaduticos teraputicamente activos y sus derivados se
suelen formular y administrar en las formas de dosificactn de unidad o formas
de dosificactn mitiple. Las formulaciones pueden ser asignadas a la
administracitn a los seres humanos y animales en las formas farmacuticas que
incluyen, pero no estn limitados a, tabletas, @psulas, pastillas, polvos,
granulados, soluciones parenterales estriles 0 suspensiones, soluciones orales
0 suspensiones, y emulsiones de petdeo en aguas que contengan cantidades
adecuadas de los compuestos o derivados farmacuticamente aceptables del
mismo. Cada dosis contiene una cantidad predeterminada de compuesto
terapguticamente activo suficiente para producir el efecto terapéutico deseado, en
asociacin con el portador farmacutico requerido, vehiculo o diluyente. Ejemplos
de las formas de dosis unitarias incluyen ampollas y jeringas y empaquetados
individuales, tabletas o @psulas. En algunos ejemplos, la unidad de dosis es un
polvo liofilizado que se reconstituye antes de su administractn. Por ejemplo, un
poliggtido FVII puede proporcionarse en forma de polvo liofilizado que se
reconstituye con una soluctn adecuada para generar una solucitn de una sola

dosis de inyeccitn. En algunas configuraciones, el polvo liofilizado puede
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contener el poliggptido FVIl y componentes adicionales, tales como sales, de tal
manera que los resultados de la reconstitucin con agua destilada esgil es un
poliggptido FVII en una solucitn tampn o solucin salina. La unidad de formas de
dosificactn puede ser administrada en fracciones o mitiplos de la misma. Una
forma de dosis mitiple es una pluralidad de formas de dosificacin idntica de
unidad envasada en ununico contenedor que se administra en forma de dosis
unitaria segregada. Ejemplos de las formas de dosis mitiples incluyen viales,
frascos de tabletas o @psulas o botellas de litros o galones. Por lo tanto, la
forma de dosis mitiple es un mitiplo de la unidad de dosis que no es segregado
en el empacamiento.

2. Administracion de polipéptidos FVII modificados

Los poliggptidos FVII del presente documento (es decir, compuestos
activos) pueden ser administrados in vitro, ex vivo o in vivo por el contacto con
una mezcla, como un fluido corporal o de otra muestra de tejido, con un
polipgptido FVII. Por ejemplo, cuando se administra un compuesto ex vivo, un
fluido corporal o muestra de tejido de un sujeto puede ponerse en contacto con
los poligptidos FVII que esén recubiertos por un tubo o filtro, como por ejemplo,
un tubo o filtro en un sistema de circulactn. Cuando se administra in vivo, los
compuestos activos pueden ser administrados por cualquier via apropiada, por
ejemplo, via oral, nasal, pulmonar, parenteral, por via intravenosa, por \a
intraddmica, subcutnea, intraarticular, intracisternal, intraocular, intraventricular,
intratecal, via intramuscular, intraperitoneal, intratraquealmente o tpica , asi

como por cualquier combinacin de dos o nés de los mismos, en estado liquido,
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semi-fiquido o glido, y estén formulados de una manera adecuada para cada \ia
de administracin. Los poligptidos FVII modificados se pueden administrar una o
nmés de una vez, como dos, tres veces, cuatro veces, 0 cualquier nimero de
veces que se requieren para lograr un efecto teraputico. Las administraciones
mitiples pueden ser efectuadas por cualquier via o la combinacitn de rutas, y
puede ser administrada por hora, cada 2 horas, cada tres horas, cada cuatro
horas o més.

La ruta nés adecuada para la administracin variaa dependiendo del
estado de la enfermedad a tratar, por ejemplo, la localizactn de la hemorragia.
Generalmente, los polipggptidos FVII seén administrado por inyeccin intravenosa
en bolo, con una administracin (infusin) de tiempo de aproximadamente de 2-5
minutos. En otros casos, los niveles en sangre deseables de FVII pueden ser
gestionados por una infusin continua de los agentes activos, determinados por
los niveles de plasma. Cabe sdilar que el nédico sabe @mo y cundo terminar,
interrumpir o ajustar el tratamiento a dosis & bajas debido a la toxicidad, o de
la méduladsea, el higado o disfunciones renales. Por el contrario, el médico tambén
sabe @mo y cwndo ajustar el tratamiento a los niveles nés altos si la respuesta
clinica no es adecuada (que excluyen los efectos secundarios txicos). En otros
casos, la localizactn de la hemorragia podra indicar que la formulactn de FVII se
administra a tras de rutas alternativas. Por ejemplo, la administracitn local,
incluyendo la administracin en el cerebro (por ejemplo, por via intraventricular)
podia llevarse a cabo cuando el paciente experimenta sangrado en esta regin.

Del mismo modo, para el tratamiento de hemorragias en las articulaciones, la
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administracin local por inyeccin del agente terapiutico en la articulacitn (es decir,
intraarticular, intravenosa o subcutinea media) pueden ser empleados. En otros
casos, la administracitn tpica del agente terapiutico para la piel, por ejemplo,
formulada en forma de crema, gel o pomada, o la administracin a los pulmones
por inhalacin o intratraquealmente, puede ser apropiada cuando el sangrado se
localiza en estaséareas.

Los casos en gue los poliggptidos FVII modificados son formulados como
una preparactn de depsito, las formulaciones de tardia acctn pueden ser
administradas por la implantactn (por ejemplo, por Jia subcutnea o
intramuscular) o por inyeccitn intramuscular. Asi, por ejemplo, los compuestos
terapfuticos se pueden formular con adecuados materiales polingicos o
hidrothicos (por ejemplo, como una emulsitn en un aceite aceptable) o resinas
de intercambio tnico, o como derivados, poco solubles, por ejemplo, como una
sal muy poco soluble.

Las composiciones, si se desea, se pueden presentar en un paquete, en
un kit o dispositivo dispensador, que puede contener una o nés formas de
dosificactn de la unidad que contiene el ingrediente activo. El paquete, por
ejemplo, contiene hojas de metal o pbstico, como un blister. El envase o el
dispositivo de distribuctn puede ir acompdado de instrucciones para Ssu
administractn. Las composiciones que contengan los agentes activos pueden
ser empaquetadas como los articulos de fabricacin que contienen material de
embalaje, un agente siempre presente, y una etiqueta que indica el trastorno

para el que se presta el agente.
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3. La administracion de acido nucleico que codifica los

polipéptidos FVII modificados (terapia génica)

También se proporcionan composiciones de mokculas de &ido nucleico
que codifica los poliggptidos FVII modificados y vectores de expresin de
codificactn y que sean adecuados para la terapia ¢gnica. En lugar de entregar
las proteinas, los &cidos nucleicos puede ser administrados en vivo, como
sisémica 0 por otra Via, 0 ex vivo, como por la eliminacitn de las @ulas,
incluyendo los linfocitos, la introducctn de la nucleicos en el mismo, y
reintroduccin en el receptor o un recipiente compatible.

Los poliggtidos FVII modificados pueden ser entregados a las @&ulas y
los tejidos por la expresin de mokculas de &ddo nucleico. Los poliggptidos FVII
modificados se pueden administrar como mokculas de &ido nucleico que
codifican los poligptidos FVII modificados, incluidas las &cnicas ex vivo y directo
en la expresin in vivo. Losé&cidos nucleicos pueden ser entregados a las dulas y
los tejidos por cualquier m&todo conocido para aquellos de habilidad en el arte.
Las secuencias deécido nucleico aisladas pueden ser incorporadas en vectores
para su manipulacitn posterior. Como se usa aqui, el vector (o pbsmido) se
refiere a elementos discretos que se utilizan para introducir ADN hetedogo en
dulas, ya sea para la expresin o la replicactnde la misma. La seleccitny uso de
estos vehiculos se encuentra dentro de la habilidad del artesano.

Los m&odos para la administracin de poliggptidos FVII modificados por la
expresin de mokculas de é&cido nucleico que codifican, incluyen la administracin

de vectores recombinantes. El vector puede ser disgiado para permanecer
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episomal, como por la inclusin de un origen de replicacin, o pueden ser disdiado
para integrarse en un cromosoma en la @ula. Los poliggptidos FVII modificados
tambgn pueden ser utilizados en la terapia ghica ex vivo de expresin utilizando
vectores no virales. Por ejemplo, las dulas pueden ser modificadas para
expresar un poligptido FVII modificado, tal como la integractn de una codificacin
de poliggptidos FVII modificados deé&cido nucleico en una ubicactn de gerémica,
ya sea operativamente ligada a secuencias reguladoras o de tal manera que se
coloca quidrgicamente vinculando a las secuencias reguladoras en un
localizactn gerdmica. Estas d@ulas pueden ser administradas a nivel local o
sisémicamente a un sujeto, como un paciente en necesidad de tratamiento.

Los vectores virales, incluyen, por ejemplo, adenovirus, virus adeno-
asociados (AAV), poxvirus, herpesvirus, retrovirus y otros disdados para la
terapia gerética pueden ser empleados. Los vectores pueden permanecer
episomal o pueden integrarse en los cromosomas del sujeto tratado. Un
polipgptido FVII modificado puede ser expresado por un virus, que es administra
a un sujeto en necesidad de tratamiento. Los vectores virales para la terapia
ginica son adenovirus, virus adeno-asociados (AAV), los retrovirus, los
lentivirus, virus vaccinia y otros mencionados anteriormente. Por ejemplo, la
expresin del adenovirus es bien conocido en el arte y la producctn de
adenovirus y los n&odos de administractn tambén son bien conocidos. Los
serotipos de adenovirus esén disponibles, por ejemplo, de la American Type
Culture Collection (ATCC, Rockville, MD). Los adenovirus pueden usarse ex

vivo, por ejemplo, se aislaron las @ulas de un paciente en necesidad de

24¢



tratamiento, y transducidas con un poliggptido FVII modificado que expresan un
vector adenovirus. Desplés de un periodo de cultivo adecuado, las dulas
transducidas se administran a un sujeto, a nivel local y/o sisémico.
Alternativamente, el poligptido FVII modificado que expresa adenovirus
aislados y formulado en un portador farmadcuticamente aceptable, para la
entrega de una cantidad teragiuticamente efectiva para prevenir, tratar o aliviar
una enfermedad o condictn de un sujeto. Normalmente, las particulas de
adenovirus se entrega en una dosis que va desde 1 particula a 1014 particulas
por kilogramo de peso del sujeto, por lo general entre 106 o 108 particulas a
1012 particulas por kilogramo de peso del sujeto. En algunas situaciones es
deseable contar con una fuente deé&cido nucleico con un agente que ataca las
@ulas, como un anticuerpo especifico para una proteina de la membrana de la
@ula o la superficie de la @&ula objetiva, o un ligando para un receptor en la &ula
objetiva. ElI FVII tambén puede ser objeto de entrega en tipos de dulas
espedificas. Por ejemplo, los vectores de adenovirus que codifican los
polipgptidos FVII pueden ser utilizados para la expresin estable en @&ulas que no
se dividen, como las d@dulas del higado (Margaritis et al. (2004) J Clin Invest
113:1025-1031). En otro ejemplo, los vectores virales o no virales de codificactn
de polipggptidos FVII pueden ser transducidos en dulas aisladas para su entrega
posterior. Los tipos de @ulas adicionales para la exprestny la entrega de FVII
podian incluir, pero no esén limitados a, los fibroblastos y @&ulas endoteliales.
Las mokculas de &cido nucleico pueden introducirse en los cromosomas

artificiales y otros vectores virales. Los cromosomas artificiales, tales como
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ACES (¥ase, Lindenbaum et al. (2004) Nucleic Acids Res. 32 (21): el72)
pueden ser disdiados para codificar y expresar la isoforma. En resumen, los
cromosomas artificiales de mamiferos (MACs) proporcionan un medio para
introducir grandes cargas de la informacin gerética en la @&ula en un formato de
replicactn autnoma, sin integractn. Lhico entre los Macs, el ADN salite de
mamiferos basado en cromosomas artificiales de Expresin (ACE) puede ser
reproducible generando de nuevo las lineas celulares de diferentes especies y
Ecilmente purificado de los cromosomas de las @ulas del hiésped. Los ACE
purificados de mamiferos pueden ser re-introducidos en una variedad de lineas
celulares de receptores en donde se han mantenido de forma estable por
largos periodos en ausencia de presin selectiva mediante un sistema de ECA.
Con este enfoque, la carga especifica de uno o dos genes objetivos se ha
logrado en LMTK (-) y las dulas CHO. Otro n&odo para la introduccin deécidos
nucleicos que codifican los poligptidos FVII modificados, es un #cnica de
reemplazamiento de genes en dos pasos en levadura, a partir de un genoma
completo de adenovirus (AD2; Ketner et al. (1994) PNAS 91: 6186-6190)
clonado en un cromosoma artificial de levadura (YAC) y un pbsmido que
contiene secuencias de adenovirus para apuntar a una regn espedfica en el
clon YAC, un cartucho de expresin para el gen de inteés y un marcador de
selecctn positiva y negativa. Los centros de actividades juveniles son de
particular inteés ya que permite la incorporactn de genes més grandes. Este
enfoque puede ser usado para la construccin de vectores de virus adeno-

basados teniendo &cidos nucleicos que codifican cualquiera de los poliggptidos
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FVII modificados descritos de transferencia de genes a las &ulas de mamiferos
o todos los animales.

Los &cidos nucleicos se pueden encapsular en un vehiculo, como un
liposoma o pueden ser introducidos en las @ulas, como una @&ula bacteriana,
en particular, una bacteria atenuada o introducida en un vector viral. Por
ejemplo, cuando se emplean los liposomas, las proteinas que se unen a una
proteina de la membrana de la @ula de superficie asociada con la endocitosis
puede ser utilizada para la orientactn y/o para facilitar la captacin, por ejemplo,
de proteinas de la @pside o fragmentos tpicos de estos de un tipo de @ula en
particular, los anticuerpos de las proteinas que se someten a la internalizacin en
el ciclo, y las proteinas que apuntan una localizacin intracelular y mejoran la
semivida intracelular.

Para los né&odos ex vivo e in vivo, las mokulas de &cido nucleico que
codifican el poliggptido FVII modificado se introduce en las @ulas que son de un
donante adecuado o el sujeto a tratar. Las celdas en las que uné&cido nucleico
se puede introducir a los efectos de la terapia, por ejemplo, el tipo de @ulas
adecuadas para la enfermedad o condicin a tratar, incluyendo pero no limitado
a las dulas epiteliales, dulas endoteliales, queratinocitos, fibroblastos, @ulas
musculares, hepatocitos, las @dulas de la sangre como linfocitos T, linfocitos B,
monocitos, macKfagos, neutdfilos, eosirdfilos, megacariocitos, granulocitos; las
@ulas madre o progenitoras diferentes, en particular, madre hematopoyicas o

las dulas progenitoras, por ejemplo, como las @ulas madre obtenidas de la
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nmédulaGsea , la sangre del cordn umbilical, la sangre perifrica, higado fetal, y
otras fuentes de la misma.

Para el tratamiento ex vivo, las &ulas de un donante compatible con el
sujeto a ser tratado o se remueven las &ulas de sujeto a tratar, el&ido nucleico
se introduce en estas @ulas aisladas y las dulas modificadas son
administradas al sujeto. El tratamiento incluye la administractn directa, como,
por ejemplo, encapsulado dentro de las membranas porosas, que se implantan
en el paciente (\éase, por ejemplo, los nimeros de patentes EE.UU. 4.892.538 y
5.283.187 las cuales estn incorporadas en la presente por referencia en su
totalidad). Las &cnicas adecuadas para la transferencia de é&cido nucleico en
@ulas de mamiferos in vitro incluyen el uso de liposomas catinicos y los lipidos
(por ejemplo, DOTMA, droga y DC-Chol) electroporacin, microinyeccin, la fusin
celular, DEAE dextrano, y nmétodos de precipitactn de fosfato de calcio. Los
nméodos de entrega de ADN pueden ser utilizados para expresar los poligptidos
FVII modificados in vivo. Tales mé&todos incluyen la entrega de liposomas de los
aidos nucleicos y la entrega de ADN desnudo, como la distribuctn local y
sisémica como el uso de la electroporacin, el ultrasonido y la entrega de fosfato
de calcio. Otras #cnicas incluyen la micro inyeccin, la fusitn celular, los
cromosomas de transferencia ¢gnica mediada, transferencia gnica de micro
@ulas mediadas por la fusin esferoplasto.

La expresin in vivo de un poligptido FVII modificado puede vincularse a
la expresin de mokculas adicionales. Por ejemplo, la expresin de un poligptido

FVII modificado puede vincularse con la exprestn de un producto citotiico,
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como en un virus de la ingenieria o expresado en un virus de la citotxicos. Estos
virus pueden ser dirigidos a un determinado tipo celular que es un blanco para
un efecto terapéutico. El poliggptido FVII modificado expresado puede ser
utilizado para mejorar la citotoxicidad de los virus.

La expresin in vivo de un poliggptido FVII modificado puede incluir
operativamente la vinculacin de un polipggptido FVII modificado que codifica la
mokcula deacido nucleico a secuencias especiicas de regulacin, tales como una
dula espedfica de tejido o promotor espedifico. Los poligptidos FVII modificados
tambén pueden expresarse de vectores que infectan especificamente y/o
reproducen tipos de @ulas de destino y/o tejidos. Los promotores inducibles se
puede utilizar para regular selectivamente la expresin de los poliggptidos FVII
modificados. Un sistema de expresin regulable ejemplar es el sistema de
expresin de genes de doxiciclina inducible, que se ha utilizado para regular la
expresin de FVII recombinante (Srour et «. (2003) Thromb Haemost. 90 (3):
398-405).

Las mokculas deécido nucleico, como losé&cidos nucleicos desnudos o en
vectores, los cromosomas artificiales, los liposomas y otros vehiculos pueden
ser administrados a los sujetos mediante la administracin sisémica, typica, local y
otras vias de administractn. Cuando es sis#mica e in vivo, la molkeula de &ido
nucleico o vehiculo que contiene la mokcula deé&cido nucleico puede ser dirigida
a una éula.

La administracn tamb#é puede ser directa, como por la administracin de

un vector o de las @&ulas que normalmente se dirige a una dula o tejido. Por
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ejemplo, las @&ulas tumorales y la proliferactn se puede orientar en la expresin
in vivo de poliggptidos FVII modificados. Las @ulas utilizadas para la expresin in
vivo de un poligptido FVII modificado tambén incluyen las &ulas autiogas para el
paciente. Estas @ulas pueden ser removidas de un paciente, luego introducir
los &cidos nucleicos para la expresin de un poligptido FVII modificado, y luego
administradas a un paciente, como por inyeccin o injerto.
l. Usos Terapéuticos

Los poliggptidos FVII modificados del presente documento pueden ser
utilizados para el tratamiento de cualquier condictn por la que se emplea FVII
recombinante. Por lo general, estos tratamientos son aquellos en los que se
desea aumentar la coagulacitn, como el aumento de las respuestas de la
hemostasia. Los poligptidos FVII modificados tienen una actividad teraputica
sola o en combinacin con otros agentes. Los poliggptidos modificados del
presente documento es#én disdiados para mantener la actividad terapgiutica, pero
presentan propiedades modificadas, en particular una mayor resistencia a
TFPI, el aumento de la resistencia a la AT-Ill, el aumento de la actividad
catalitica, el aumento de vida media y/o el aumento obligatorio y/o afinidad por
las plaguetas activadas. Estas propiedades modificadas, por ejemplo, puede
mejorar la eficacia teraputica de los poligptidos debido a la actividad coagulante
del aumento de los poliggptidos FVII modificados. Esta seccin proporciona
ejemplares de los usos y n&odos de administracin. Estas terapias descritas son

ejemplares y no limitan las solicitudes de poligptidos FVII modificados.
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Los poligptidos FVII modificados del presente documento pueden ser
utilizados en diferentes teraguticas, asi como los méodos de diagrostico en el que
se emplea FVII. Estos mé&odos incluyen, pero no limitado a, los m&odos de
tratamiento de las condiciones fisiotigicas que los médicos describen y enumeran
a continuactn. Los poliggptidos FVII modificados del presente documento
pueden exhibir la mejora de las actividades in vivo y efectos teraputicos en
comparacin con el tipo salvaje FVII, como la reduccin de dosis para lograr el
mismo efecto, y otras mejoras en la administractn y el tratamiento, como
administraciones menores y/o menos frecuentes, la disminuctn de la efectos
secundarios y el aumento de los efectos teraputicos. Aunque se entiende que
los poliggptidos FVII modificados pueden ser administrados como un zintgeno
FVII (es decir, la forma de cadena simple), normalmente los poligptidos FVII
modificados del presente documento son administrados en forma activa de dos
cadenas, por ejemplo, auto activacin o la activacin de factores de la coagulacin,
tal como durante la purificactn. En particular, los poliggptidos FVII modificados
estn destinados al uso en los n&odos terapauticos en los que FVII se ha utilizado
para el tratamiento. Estos né&odos incluyen, pero no esén limitados a, los
nmétodos de tratamiento de las enfermedades y trastornos, tales como, pero no
limitados a, los trastornos de la coagulacitn sanguinea, trastornos hematobygicos,
trastornos hemorggicos, hemofilias, tales como la hemofilia A, hemofilia B y
deficiencia de factor VII, y trastornos de la sangre adquirida, tales como la
deficiencia de factor VII adquirido causado por la enfermedad del higado. Los

poliggptidos FVII modificados tambén pueden ser utilizados en el tratamiento de
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las enfermedades y trastornos hemorégicos, tales como, pero no limitados a,
trombocitopenia (por ejemplo, debido a los regimenes de quimioterapia), la
enfermedad de Von Willebrand, trastornos hereditarios de plaquetas (por
ejemplo, la enfermedad de agrupacin de almacenamiento como el sihdrome de
Chediak-Higashi y sindromes de Hermansky-Pudlak, la disfunctn de tromboxano
A2, la enfermedad de Glanzmann y el sindrome de Bemard-Soulier), sindrome
uémico hemolitico y Telangiectasia Hemorggica Hereditaria, tambén conocida
como sindrome de Rendu-Osler-Weber, alergia prpura (prpura de Henoch
Schonlein ) y coagulacitn intravascular diseminada.

En algunas configuraciones, los sangrados a ser tratados por los
poliggtidos FVII se producen en é&rganos como el cerebro, la regin del oido
interno, los ojos, higado, puln®n, tejido del tumor, el tracto gastrointestinal. En
otras configuraciones, el sangrado es difuso, como en la gastritis hemorggica y
la profusa hemorragia uterina. Los pacientes con trastornos de la coagulacin,
como por ejemplo, la hemofiia A y B, a menudo corren el riesgo de
complicaciones de sangrado durante la cirugia o traumatismo. Este sangrado
tambén puede manifestarse como hemartrosis aguda (hemorragias en las
articulaciones), la artropatia hemofilica cinica, hematomas, (por ejemplo,
musculoso, retroperitoneal, sublingual y retrofaringeo), hematuria (sangre en el
tracto renal), hemorragias del sistema nervioso central, hemorragias
gastrointestinales (por ejemplo, hemorragias UGI) y hemorragia cerebral, que
tambgn pueden ser tratados con poliggptidos FVII modificados. Adends, cualquier

sangrado asociado con la cirugia (por ejemplo, la hepatectomia), o dental puede
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ser tratado con poligptidos FVII modificados. En una configuracin, los
poliggptidos  FVII modificados pueden utilizarse para tratar episodios de
sangrado debido a un traumatismo o cirugia, o disminucin del recuento o la
actividad de las plaquetas, en un sujeto. Los né&odos ejemplares para los
pacientes sometidos a cirugia son los tratamientos para prevenir la hemorragia
y los tratamientos antes, durante o después de cirugias tales como, pero no
limitadas a, la cirugia cardiaca, angioplastia, cirugia de pulnt, la cirugia
abdominal, cirugia espinal, cirugia cerebral, cirugia vascular, cirugia dental, o
cirugia de trasplante dedrganos, incluyendo el trasplante de méduladsea, corazn,
pulnmdn, @ncreas o el higado.

El tratamiento de las enfermedades y condiciones con poliggptidos FVII
modificados pueden efectuarse por cualquier via de administracin idnea
mediante formulaciones adecuadas como se describe en este documento,
incluyendo pero no limitado a, la inyeccin, pulmonar, oral y de la administracin
transdémica. El tratamiento generalmente se efectia por la administracin en bolo
intravenoso. Si es necesario, una determinada dosis y la duracin y el protocolo
de tratamiento pueden ser determinados empiricamente o de forma
extrapolada. Por ejemplo, las dosis ejemplares de recombinantes y poligptidos
FVII nativos pueden ser utilizadas como punto de partida para determinar las
dosis apropiadas. Por ejemplo, un poliggptido FVII recombinante (rFVlla) que se
ha activado para rFVlla, NovoSeven®, ha sido administrado a pacientes con
hemofilia A o hemofilia B, que estn experimentando un episodio hemorégico,

con una dosis de 90ugkg en infustn de bolo de 2 a 5 minutos, logrando un nivel
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de efectivo en circulacin de al menos 2pg/ml, con una semivida de 2,7 horas. La
dosis se repite cada 2 horas hasta que se logre la hemostasia. Los poligptidos
FVII modificados que tienen una mayor actividad coagulante, debido a una
mayor resistencia al TFPI, el aumento de la resistencia a la AT-lll, el aumento
de la actividad catalitica, el aumento de vida media y/o el aumento obligatorio
ylo afinidad por las plaquetas activadas, puede ser eficaz en cantidades de
dosis reducida y/o frecuencias en comparacitn con el FVII recombinante. Las
dosis para el tipo salvaje o sin modificar de poliggptidos FVII pueden ser
utilizadas como guia para determinar la dosis de poliggptidos FVII modificados.
Los factores como el nivel de actividad y la vida media de los FVII modificados
en comparacitn con el FVII sin modificar pueden ser utilizados en la fabricacin
de tales determinaciones. Las dosis y regimenes particulares pueden ser
determinados empiricamente.

Los niveles de dosificactn y regmenes pueden ser determinados con
base a las dosis y regimenes conocidos, y si es necesario pueden ser
extrapolados basados en los cambios en las propiedades de los poligptidos
modificados y/o pueda ser determinada empiricamente basindose en una
variedad de factores. Tales factores incluyen el peso corporal de la persona, la
salud general, la edad, la actividad de los compuestos que se emplee, sexo,
dieta, tiempo de la administracin, la tasa de excrecin, la combinacin de drogas,
la gravedad y la evoluctn de la enfermedad, la disposicin del paciente a la
enfermedad, y la sentencia del n¥dico tratante. El ingrediente activo, el

poliggptido, por lo general se combina con un portador farmacuticamente eficaz.
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La cantidad de ingrediente activo que se puede combinar con el material de los
portadores para producir una dosis tnica o multi-forma de dosificactn puede
variar dependiendo del receptor tratado y el modo particular de administracin.

El efecto de los poliggptidos FVII en el tiempo de coagulacin de la sangre
pueden ser controlados usando alguna de las pruebas de coagulacin conocidas
en el arte, incluyendo pero no limitado a, todo el tiempo de protrombina en la
sangre (PT), el tiempo de tromboplastina parcial activado (TTPa), el tiempo de
coagulactn activado (TCA), el tiempo de recalcificado de coagulacin activado, o
el tiempo de coagulacin de Lee White.

Al mejoramiento de la condictn de un paciente, una dosis de
mantenimiento de un compuesto o compuestos pueden ser administrados, si es
necesario, y la dosificactn, la forma de dosificactn, o frecuencia de
administractn, o una combinacin de los mismos pueden ser modificados. En
algunos casos, un sujeto puede requerir el tratamiento intermitente a largo
plazo sobre cualquier recurrencia de los sintomas de la enfermedad o se basa
en las dosis programadas. En otros casos, las administraciones adicionales
pueden ser necesarias en respuesta a los eventos agudos, tales como
hemorragia, traumatismo o intervenciones quitrgicas. Las siguientes son
algunas condiciones ejemplares para los que FVII (administrada como FVIlla)
se ha utilizado como agente de tratamiento solo o en combinacin con otros
agentes.

1. Trastornos congénitos de sangrado

a. Hemofilia
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La hemofilia conginita es un trastorno recesivo de la sangre en el que hay
disminucin de los niveles de factores de coagulacitn en el plasma, lo que lleva a
la interrupctn de la cascada de coagulactn y el aumento de tiempo de
coagulacitn. La hemofilia A, que representa aproximadamente el 85% de los
casos de hemofilia, resulta de la mutacn o mutaciones en el gen del factor VI
en el cromosoma X, que lleve a una deficiencia o disfuncin de la proteina FVIII.
La hemofilia B es causada por una deficiencia o disfunctn del factor de
coagulactn, FIX, generalmente como resultado de mutaciones puntuales o
deleciones en el gen FIX en el cromosoma X. La incidencia mundial de la
hemofilia A es de alrededor de 1 por cada 5.000 individuos del sexo masculino
y 1 caso por cada 25.000 hombres de la hemofilia B. La hemofilia A y B se
clasifican como leve, moderada o grave. A nivel plasnéico con el 5% -25% del
funcionamiento normal del factor VIII o IX se clasifica como leve, 1% -5% es
moderada, y menos del 1% es severa. La hemofilia C, conocida a menudo
como la deficiencia FXI, es una enfermedad relativamente leve y poco
frecuente, que afecta a aproximadamente 1 de cada 100.000 personas en una
forma autogmica recesiva.

La hemofilia A y B se manifiestan clinicamente en muchos aspectos. Las
heridas y abrasiones pequdias no resultaén en un sangrado excesivo, pero los
traumatismos y cirugias si. El paciente tambén tendad numerosas hemorragias
musculares y hematomas. La hemartrosis o hemorragias en las articulaciones
es una de las principales complicaciones de la hemofilia, y puede ocurrir de

manera espontnea o0 en respuesta a un trauma. Las articulaciones de bisagra,
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como la rodilla, el codo y el tobillo, se ven afectadas con mayor frecuencia. La
cadera y el hombro se ven afectados con mucha menos frecuencia como la
articulactn de Gula tienen nés musculatura que los rodea, protegiendo asi a nmés
de una lesin. La hemorragia puede causar dolor agudo grave, restringir el
movimiento, y dar lugar a complicaciones secundarias, incluyendo la hipertrofia
sinovial. Adenss, la hemorragia recurrente en las articulaciones puede causar
sinovitis conica, que puede causar ddo en las articulaciones, destruyendo la
membrana sinovial, los cartlagos y los huesos. Las hemorragias de amenaza
de vida, como la hemorragia intracraneal y hemorragia en el sistema nervioso
central, tambén afecta a los sujetos con hemofilia. La hemorragia intracraneal se
produce en aproximadamente el 10% de los pacientes con hemofilia severa,
resultando en un 30% la tasa de mortalidad. En contraste, la hemofilia C es nés
leve. Las hemorragias esponéneas son raramente vistas, y el sangrado en las
articulaciones, los tejidos blandos y misculos, tambén es poco comin. El
sangrado es generalmente tratado con transfusin de plasma fresco congelado
(PFC), terapia de reemplazo de FXI, o, para el tratamiento tpico, tratamiento de
heridas externas o extracciones dentales, cola de fibrina.

El tratamiento més comin para la hemofiia A o B es la terapia de
reemplazo, en la que el paciente se le administra FVIII o FIX. Las
formulaciones es#én disponibles comercialmente, como derivados del plasma o
de productos recombinantes, con proteinas recombinantes, siendo el
tratamiento de eleccin en pacientes no tratados previamente. Aunque estas

terapias pueden ser muy exitosas, surgen complicaciones si el paciente
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desarrolla inhibidores del factor VIIl o de nueva administractn de factor 1X. Los
inhibidores son anticuerpos IgG, la mayora de la subclase 1gG4, que
reaccionan con FVIII o FIX e interfieren con la funcitn pro-coagulante. Los
inhibidores afectan a 1 de cada 5 pacientes con hemofilia severa A. La mayoria
de los sujetos desarrollan estos inhibidores poco después de la administracn de
las primeras infusiones del factor VIII, gue a menudo en la infancia, aunque los
sujetos desarrollan n& adelante en la vida. Los inhibidores tambin afectan a
aproximadamente 1 de cada 15 personas con insuficiencia renal con hemofilia
A leve o moderada. Estos inhibidores se desarrollan generalmente en la edad
adulta y no sdo destruyen la administractn de exdgeno FVIII, sino que tambén
destruyen el endigeno FVIII. Como resultado, los hemofilicos leves y moderados
se intensifican. Clinicamente, los pacientes con hemofilia A con inhibidores de la
respuesta se clasifican en altas y bajas de acuerdo a la fuerza de la respuesta
de memoria que sufren cuando estén expuestos a la re-FVIIl. Los inhibidores
afectan cerca de 1 en 100 pacientes con hemofilia B. En la mayora de los
casos, los inhibidores se desarrollan después de las primeras infusiones del
factor terapgutico IX y puede ir acompdiado de reacciones akrgicas.

Los polipgptidos FVII modificados aqui presentados pueden ser utilizados
para tratar a pacientes con hemofilia, en particular, los pacientes hemofilicos
con inhibidores. Un producto de FVlla recombinante (NovoSeven, Novo
Nordisk) ha sido aprobado y autorizado para el tratamiento de episodios
hemorégicos en pacientes con hemofilia A o B con inhibidores de FVIIl o FIX y

para la prevencin de hemorragias en intervenciones quitrgicas o
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procedimientos invasivos en la hemofilia A o B de pacientes con inhibidores
FVIII o FIX. El tratamiento con rFVlla aumenta la generacitn de trombina sin
pasar por el requisito de la FVllla y/o FIXA. La coagulacin se inicia en el sitio de
la lestn por la interacciin de rFVlla con TF, lo que resulta en la activactn de FX
inicial, la generactn de trombina y la activacin de las plaquetas. La coagulacin
completa de rFVlla puede ser efectuado por la TF-dependiente y mecanismos
TF-independientes, donde parte de la trombina generada puede ser el
resultado de la activactn directa de los FX en las plaquetas activadas por
rFVlla, que a su vez se une a las plaquetas activadas a traés de interacciones
de baja afinidad con las membranas de fosfolipidos.

Los poligptidos FVII modificados del presente documento pueden ser
utilizados en terapias para la hemofilia, incluyendo el tratamiento de episodios
hemorégicos y la prevencin de hemorragias en intervenciones quicrgicas o
procedimientos invasivos. Los poliggptidos FVII modificados ofrecen una mayor
resistencia a la TF /inhibidor de FVIla complejo.

El TFPI aumenta la resistencia a la AT-Ill, aumenta la actividad cataltica,
aumenta la vida media y/o aumenta la afinidad de las plaquetas activadas. Los
polipgptidos FVII por lo tanto puede mostrar una mayor actividad coagulante en
una forma dependiente de TF (como a trawés de una mayor resistencia al TFPI),
y/o una manera de TF independiente (por ejemplo, a tra\és de una mayor unin
y/o afinidad por las plaquetas activadas). Ad, los polipggptidos FVII modificados
se pueden utilizar para ofrecer terapias nés activas de la hemofilia. Ejemplos de

las mejoras terapiuticas utilizando poliggptidos FVII mejorados incluyen, por
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ejemplo, pero no esén limitadas a, las dosis bajas, administraciones frecuentes
menores, disminucitn de los efectos secundarios, y el aumento de los efectos
teraputicos.

Los poliggptidos FVII modificados normalmente se administran como
polipgptidos activos FVII (FVlla). Los poligptidos FVII modificados se pueden
probar para la eficacia teraputica, por ejemplo, mediante el uso de modelos
animales. Por ejemplo, los anticuerpos inducidos por los ratones hemofiicos, o
cualquier otro modelo de la enfermedad conocida por la hemofilia, puede ser
tratada con poliggptidos FVII modificados. La progresitn de los sintomas de la
enfermedad y los fenotipos se monitorea para evaluar los efectos de los
poliggptidos FVII modificados. Los poliggptidos FVII modificados tambén se
pueden administrar a personas como en los ensayos clinicos para evaluar la
eficacia in vivo en comparacin con los controles de placebo y/o los controles
utilizando FVII sin modificaciones.

b. Deficiencia de FVII

La deficiencia del factor FVII es un trastorno autogmico recesivo de la
coagulactn que afecta a aproximadamente a 1 de cada 500.000 personas. La
deficiencia de FVII puede ser clinicamente leve, moderada o severa, con
deficiencia leve a moderada que se caracteriza por el aumento de la
hemorragia despiés de la cirugia y trauma. Los pacientes con deficiencia de FVII
severa (menos del 1% FVII actividad) experimentan sintomas similares a la
hemofilia. Por ejemplo, sujetos deficientes de FVII, son propensos a las

hemorragias articulares, hemorragias de las articulaciones, sangrado nasal
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esponéneo, hemorragia gastrointestinal, hemorragia del tracto urinario. La
hemorragia intracerebral y hemorragias musculares tambén han sido
reportadas, mientras que las mujeres pueden experimentar graves menorragia
(sangrado menstrual abundante). El tratamiento puede efectuarse mediante la
terapia de reemplazo. Un producto FVlla recombinante (NovoSeven®, Novo
Nordisk) ha sido aprobado y autorizado para el tratamiento de episodios
hemorggicos en pacientes con deficiencia congnita FVII y para la prevencin de
hemorragias en intervenciones quitrgicas o procedimientos invasivos en
pacientes con deficiencia congnita FVII. Por lo tanto, los poliggptidos FVII
modificados aqui tamb# se pueden utilizar. Los poliggptidos FVII modificados del
presente documento pueden ser utilizados en el tratamiento de episodios
hemorégicos y la prevencin de hemorragias en intervenciones quicrgicas o
procedimientos invasivos en pacientes con deficiencia de FVII. Por ejemplo, un
paciente neonatal que presenta deficiencia de FVII grave con hemorragia
intracraneal puede ser administrado con poligptidos FVII modificados mediante
bolo intravenoso para la realizar la coagulactn y mantener la hemostasia. En
general, los poliggptidos FVII modificados se administran como poliggptidos FVII
activados (FVlla).
c. Otros

Otros trastornos de la coagulactn pueden ser tratados con los poligptidos
FVII del presente documento para promover la coagulacin. Las deficiencias
congnitas de los factores V y X tambén se presentan con mayor tiempo de

coagulactn en la sangre y potencialmente pueden ser tratados con la
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administractn de dosis terapiuticas de FVII. Por ejemplo, un paciente con
deficiencia de factor X puede ser administrado con rFVlla para controlar la
hemorragia asociada con la esplenectomia (Boggio et al. (2001) Br J Haematol
112:1074-1075). Los episodios de sangrado esponéneo y de cirugia asociados
con la enfermedad de von Willebrand (VWD) tambén pueden ser tratados con
los polipgptidos FVII modificados aqui facilitados. EI VWD es un trastorno de la
coagulactn causado por un defecto o deficiencia de la proteina que coagula la
sangre, factor de Von Willebrand (FVW), y se estima que ocurre en 1% al 2%
de la poblacin. Los pacientes con hematoma VWD con facilidad, tienen
frecuentes sangrados de nariz, sangrado despues de la extraccin dental,
amigdalectomia u otra cirugia, las mujeres y los pacientes pueden tener un
aumento del sangrado menstrual. Los poliggtidos FVII modificados pueden ser
utilizados para aliviar las hemorragias espontneas y de cirugia en pacientes
VWD (von Depka et al. (2006) Blood Coagul fibrina 17:311-316). Otros
aspectos relacionados con los trastornos de sangrado con relactn a las
plaguetas, tales como, por ejemplo, Enfermedad de Glanzmann y sindrome de
Hermansky-Pudlak, tambén se asocian con la coagulactn de la reduccin de la
actividad endigena. El exceso de sangrado esponéneo o asociado a la cirugia en
pacientes con trastornos de la coagulacitn relacionados con las plaquetas
tambén puede ser controlado por las dosis terapéuticas de los poliggptidos FVII
modificados. Por ejemplo, un paciente con Enfermedad de Glanzmann
sometido a cirugia puede ser tratado antes, durante y/o despiés de la cirugia con

los poliggptidos FVII modificados para prevenir la pidida de sangre importante
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(Van Buuren, et al. (2002) Dig Dis Sci 47:2134-2136). Generalmente, los
poliggtidos FVII modificados se administran como poligptidos FVII activados
(FVlla).

2. Trastornos de sangrado adquiridos

a. Trombocitopenia adquirida por quimioterapia

Los trastornos de sangrado tambén pueden ser adquiridos, y no solo
pueden ser congnitos. Por ejemplo, el tratamiento de quimioterapia, tal como el
tratamiento para la leucemia y otros d@nceres, puede resultar en
trombocitopenia. Esto es probablemente debido a una pidida de la produccitn
de plaquetas en la m&@ulaésea de los pacientes que reciben quimioterapia, y
normalmente se produce de 6-10 dias despiés de la medicacin. El tratamiento
de la trombocitopenia suele ser adquirido por las plaquetas, gbbulos rojos o la
transfustn de plasma, que sirve para prevenir el sangrado espontneo anormal
que puede ser resultado de la deficiencia de plaquetas. El sangrado en
pacientes con trombocitopenia inducida por quimioterapia, o cualquier otra
adquirida o trombocitopenia congnita, tambén puede ser controlado por la
administractn de cantidades teraputicas de los poliggptidos FVII modificados aqui
facilitados. Por ejemplo, un paciente con hemorragia trombocitognica
incontrolada, como en el tracto gastrointestinal, puede administrarse una
inyeccin intravenosa en bolo de una cantidad teragutica de poliggptido FVII para
detener una hemorragia (Gerotziafas et al. (2002) Am J Hematol 69:219 - 222).
Generalmente, los poligptidos FVII modificados se administran como

poliggptidos FVII activados (FVlla)
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b. Otras coagulopatias

Otras coagulopatias adquiridas pueden ser tratadas con los poligptidos
FVII modificados aqui contenidos. La coagulopatia puede ser resultado de
condiciones de, incluyendo pero no limitado a, fallo hegiico fulminante (FHF,
como la causada por las drogas hepatotxicas, toxinas, enfermedades
metaldlicas, enfermedades infecciosas y la isquemia), otras enfermedades del
higado, incluyendo cirrosis y las enfermedades asociadas con la enfermedad de
Wilson, la deficiencia en la vitamina K (como la causada por el tratamiento
antibitico o la dieta), el sindrome uemico hemoltico, trombocitopenia tromhitica
(TTC) y coagulopata intravascular diseminada (CID). EI tratamiento
convencional es generalmente por la transfusin de plasma, gbbulos rojos (RBC),
o plaguetas, pero puede ser infructuosa. En una configuracin, los poligptidos
FVII modificados pueden ser administrados a un paciente con FHF sometido a
procedimientos invasivos para prevenir el sangrado. El tratamiento
convencional con plasma fresco congelado (PFC) a menudo no tiene éxito y
puede requerir grandes cantidades de plasma, produciendo una sobrecarga de
volumen y anasarca (una infiltractn generalizada de liquido del edema en el
tejido conjuntivo subcutneo). El tratamiento con cantidades teragéuticas de
poligdtidos FVII modificados mediante bolo intravenoso durante, antes o
desplés de la cirugia invasiva, como, por ejemplo, la biopsia hepitica o trasplante
de higado, pueden prevenir el sangrado y establecer la hemostasia en
pacientes con FHF. El paciente puede ser monitoreado por el PT de la sangre

para determinar la eficacia del tratamiento (Shami et al. (2003) Liver Transpl
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9:138-143). En otra configuracin, el FVII puede ser administrado a un paciente
con hemorragia grave asociada con coagulopatia, como por ejemplo, la
hemorragia intraabdominal grave por cesrea asociadas con disfuncin hepica y
la CID, que no respondd a las transfusiones convencionales de infusiones
(Moscardo et al. (2001) Br J Haematol 113:174 - 176). Aden®s, los poligptidos
FVII modificados pueden ser utilizados para tratar la coagulopatia en los
pacientes neonatales y ped#éricos. En una configuracin particular, los pacientes
neonatales y peddéricos no responden al tratamiento convencional, como la
infustn de gtbulos rojos y plaquetas. Por ejemplo, los recén nacidos con
hemorragia pulmonar severa asociada con aumento de tramitacin que no
responden a la transfusin de gtoulos rojos y de plaguetas puede ser
administrados con poliggtidos FVII modificados para disminuir el PT y el
establecimiento de la hemostasia (Olomu et al. (2002) J Perinatol 22:672-674).
Los poligptidos FVII modificados del presente documento muestran la actividad
de coagulacin mejorada en comparacin con poligptidos FVII sin modificaciones,
por lo que se puede administrar, por ejemplo, en dosis nés bajas, con menos
frecuencia y con menos reacciones adversas. En general, los poliggptidos FVII
modificados se administran como poliggptidos FVII activados (FVlla).
C. Sangrado adquirido por trasplante

El sangrado severo despiés de un trasplante de méduladsea (BMT) y el
trasplante de dulas madre (SCT) es relativamente comin y potencialmente
mortal asociado con estos procedimientos, debido a la reducctn de las

plaguetas. Por ejemplo, la hemorragia alveolar difusa (DAH) es una
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complicacitn pulmonar de trasplante de méduladsea, con una incidencia estimada
de 1.21% en la poblacin de trasplantes, y una tasa de mortalidad de 60-100%.
El tratamiento convencional de episodios de sangrado incluye corticosteroides
como tratamiento y transfusin de plasma, plaguetas y/o de gthulos rojos,
aungue estos son en gran parte inservibles con una tasa global de mortalidad
de aproximadamente el 50% (Hicks et al. (2002) Bone Marrow Transpl 30:975-
978). La administracin de FVII mediante bolo intravenoso, con o sin tratamiento
concomitante con corticosterioids y/o la infusidh de plaquetas, se puede realizar
para tratar DAH y establecer la hemostasia (Hicks et al. (2002) Bone Marrow
Transpl 30:975-978). Los poligptidos FVII modificados del presente documento
muestran la actividad de coagulactn mejorada en comparacin con poligptidos
FVII sin modificaciones, por lo que podra ser administrado, por ejemplo, en
dosis més bajas, menos frecuentemente, sobre una duractn de tratamiento més
corto y con menos reacciones adversas para la misma actividad biolgica y la
eficacia. En general, los poligptidos FVII modificados se administran como
polipgptidos FVII activados (FVlla).
d. Sangrado inducido por terapia anticoagulante

Los pacientes sometidos a tratamientos anticoagulantes para el
tratamiento de condiciones, tales como tromboembolismo, pueden presentar
episodios de sangrado agudo en la administracin de anticoagulantes, como la
warfarina, heparina y el fondaparinux, o el desarrollo de trastornos hemorggicos
como resultado del uso a largo plazo de estas terapias. Los tratamientos para

los episodios de sangrado ftipicamente incluyen la administractn de
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procoagulantes, tales como la vitamina K, plasma, exdgenos FIX, y protaminas
para neutralizar la heparina. La administractnde exdgenos FVII tambin se puede
realizar para neutralizar el efecto de los anticoagulantes, el aumento de PT ,
TTPa, y/o otros marcadores de coagulaciny establecer la hemostasia (Deveras
et al (2002) Ann Inten Med 137:884-888). Los poliggptidos FVII modificados del
presente documento pueden ser utilizados en los tratamientos para controlar
los episodios hemordyicos en pacientes con trastornos de la coagulacin
adquiridos debido a los tratamientos anticoagulantes. En general, los
polipgptidos FVII modificados se administran como poliggptidos FVII activados
(FVla).
e. Hemofilia adquirida

Los inhibidores del factor VIII pueden desarrollarse de forma espontnea
en los individuos sanos, lo que resulta en una condictn conocida como
"hemofilia adquirida”. La hemofilia adquirida es una enfermedad rara, con una
incidencia anual de 0,2-1,0 por miltn de poblacin. Los anticuerpos son
principalmente anticuerpos 1gG4, que, cuando se unen a FVIII, inhiben la
actividad de FVIII al interferir con la disociacin de la trombina, con el factor de
interaccin de von Willebrand y/o de fosfolipidos vinculantes. Esto da lugar a una
hemorragia peligrosa para la vida en aproximadamente el 87% de los pacientes
afectados. Los sitios m&comunes de sangrado son la piel, mucosas, misculos y
retroperitoneo, en contraste con los pacientes con hemofilia hereditaria que
sangran principalmente en las articulaciones y los misculos. La hemofilia

adquirida puede ser tratada con un concentrado complejo de protrombina
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activado o de factor VIl activado recombinante (NovoSeven® Novo Nordisk)
para controlar los episodios de sangrado. Los poliggptidos FVII modificados del
presente documento muestran la actividad de coagulacitn mejorada en
comparacitn con poligptidos FVII sin modificaciones, por lo que se puede
administrar, por ejemplo, en dosis nés bajas, menos frecuentemente, sobre una
duracitn de tratamiento nés corto y con menos reacciones adversas para la
misma actividad biotgica y la eficacia. En general, los poligptidos FVII
modificados se administran como poliggptidos FVII activados (FVlla).

3. Sangrado por trauma y cirugia

Los polipggptidos FVII pueden utilizarse como terapia para el tratamiento
de hemorragias asociadas con la pgdida de sangre perioperatoria y traundéica
en los sujetos con los sistemas de coagulacitn normal. Por ejemplo, los
poliggtidos FVII pueden ser administrados a un paciente para promover la
coagulactn y reducir la padida de sangre asociada con la ciruga y, adendgs,
reducir la necesidad de transfusin de sangre. En una configuractn, los
poligdtidos FVII pueden ser administrados a los sujetos sometidos a
prostatectomia retroplbica. La prostatectomia retroplbica se asocia a menudo con
gran pdida de sangre y la necesidad posterior de una transfusin. Los sujetos
sometidos a cirugia o similares pueden tener un bolo intravenoso de una
cantidad terapiutica de FVII en la fase operativa del principio para reducir la
prdida perioperatoria de sangre mediante el aumento de la coagulacin en el
sitio de la cirugia. La reduccin en la prdida de sangre resulta en la eliminacitn de

la necesidad de transfusin de sangre en estos pacientes (Friederich et al.
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(2003) Lancet 361 :201-205). Los poliggptidos FVII pueden ser administrados a
pacientes con coagulactn normal sometidos a otros tipos de cirugias para
realizar una hemostasia gpida y evitar la pdida de sangre. Ejemplos no
limitativos de procedimientos quitrgicos en los que FVII, por lo general se
administra en forma activa, es decir ( FVlla), pueden utilizar una terapia para
reducir la hemorragia perioperatoria que incluyen, pero no se limitan a, la cirugia
de la \Avula cardiaca (Al Douri, et al. (2000) Blood Coag Fibrinol 1 1: S121-
S127), el reemplazo de la \Avula axtica (Kastrup et al la cirugia de é@ncer. (2002)
Ann Thorac Surg 74:910-912), la reseccin de hemangiopericitoma recurrentes
(Gerlach et al. (2002) J Neurosurg 96:946-948), (Sajdak et al. (2002) Eur J
Gynecol Oncol 23 :325-326), y la cirugia en lasUceras duodenales (Vlot et al.
(2000) Am J Med 108:421-423). El tratamiento con FVII puede promover la
hemostasia en el sitio de la cirugia y reducir o prevenir la pdida de sangre,
reduciendo o suprimiendo la necesidad de transfusin. Los poliggptidos FVII
modificados del presente documento estn disdiados para mostrar la actividad de
coagulactn mejorada en comparacitn con poliggptidos FVII sin modificaciones,
por lo que podra ser administrado, por ejemplo, en dosis nés bajas, con menos
frecuencia y con menos reacciones adversas. En general, los poliggptidos FVII
modificados se administran como poliggptidos FVII activados (FVlla).

Los polipggptidos del factor VII tambén pueden ser utilizados para promover
la coagulactn y prevenir la pidida de sangre en pacientes con lesiones
traumdticas. El trauma se define como una lesin en el tejido vivo por un agente

extrinseco, y es la cuarta causa de muerte en los Estados Unidos. El trauma es
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clasificado como un traumatismo cerrado (lo que produce la compresin interna,
ddio de &ganos y hemorragia interna) o un traumatismo penetrante (como
consecuencia de un agente que penetra en el cuerpo y la destruccin de los
tejidos, vasos ydrganos, provocando una hemorragia externa). El trauma puede
ser causado por varios eventos, incluyendo pero no limitado a, accidentes de
téfico (que causa traumas contundentes y/o traumas penetrantes), heridas de
bala (que causa traumatismo penetrante), heridas punzantes (con la penetracin
causar trauma), accidentes de maquinaria (qQue causa la penetracin y/o un
traumatismo cerrado) y caidas desde una altura considerable (que causa la
penetractn y/o traumatismo cerrado). La hemorragia no controlada como
resultado de un trauma es responsable de la mayor parte de la mortalidad
asociada. La coagulopatia difusa es una complicactn relativamente frecuente
asociada a pacientes con trauma, se producen hasta en el 25-36% de los
sujetos. La coagulopata puede desarrollarse poco despiés de la lesin, como
resultado de una variedad de factores tales como la diluctny el consumo de las
plaguetas y los factores de coagulacin, la fibrirdiisis, la acidosis y la hipotermia.
El manejo convencional consiste en la terapia de reemplazo de la transfusin de
plasma fresco congelado (PFC), plaquetas, gtbulos rojos y/o crioprecipitado,
corregir la acidosis, y el tratamiento de la hipotermia. Estos pasos son a
menudo insuficientes para detener la hemorragia y prevenir la muerte. El
tratamiento mediante la administractn de cantidades teraguticas de FVII puede
promover la coagulactn y reducir la pidida de sangre en pacientes con

traumatismos. Por ejemplo, un paciente con una lestn de bala que presenta
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masivo sangradp, adenés de la intervencin quitrgica, se administrag FVII para
controlar la hemorragia coagulagiica (KENET et al. (1999) Lancet 354:1879).
La terapia coagulante con FVII puede reducir eficazmente la gdida de sangre y
la hemorragia en pacientes con trauma contuso y penetrante (Rizoli et al.
(2006) Crit Care 10: R178). Los poligptidos FVII modificados del presente
documento estn diséiados para mostrar la actividad de coagulactn mejorada en
comparacin con poligptidos FVII sin modificaciones, por lo que podia ser
administrado, por ejemplo, en dosis nmés bajas, con menos frecuencia y con
menos reacciones adversas. En general, los poliggptidos FVII modificados se
administran como poliggptidos FVII activados (FVlla).
J. Terapias de Combinacion

Cualquiera de los poligptidos FVII modificados aqui descrito se puede
administrar en combinactn con, antes de, de manera intermitente o con
posterioridad a otros agentes terapauticos o procedimientos, incluyendo pero no
limitado a, productos biobgicos de otros compuestos de pequdias mokculas y la
cirugia. Para cualquier enfermedad o condicin, incluyendo todos los ejemplos
anteriores, para lo cual FVII (incluyendo FVila y rFVlla) se indica o se ha
utilizado y que otros agentes y los tratamientos estn disponibles, FVII se puede
utilizar en combinacitn con ellos. Por lo tanto, los poliggptidos FVII modificados
del presente documento pueden ser igualmente utilizados. Dependiendo de la
enfermedad o condicin a tratar, las combinaciones incluyen, pero no se limitan
a, la combinacitn con otros factores de la coagulactn plasndética purificada o

recombinante, procoagulantes, como la vitamina K, derivado de la vitamina K y
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los inhibidores de la proteina C, plasma, plaquetas, @&ulas rojas de la sangre y
los corticosteroides.
K. Articulos de fabricacion y equipos (kits)

Los compuestos farmacuticos de poliggptidos FVII modificados o &idos
nucleicos que codifican los poliggptidos FVII modificados, o un derivado o una
porcin biobgicamente activa de la misma puede ser empaquetado como articulos
de fabricacitn que contienen material de embalaje, una composicin farmacutica
gue es eficaz para el tratamiento de una la enfermedad o trastorno hemostético,
y una etiqueta que indica el poliggptido FVII modificado o mokeula de &ido
nucleico se va a utilizar para el tratamiento de la enfermedad o trastorno
hemosttico.

Los articulos de fabricactn, que se proveen en el presente documento
contienen materiales de embalaje. Los materiales de embalaje para su uso en
el envasado de productos farmacuticos son bien conocidos por los de habilidad
en el arte. \Base, por ejemplo, las patentes de EE.UU. Nos. 5.323.907,
5.052.558 y 5.033.352, cada una de las cuales se incorporan al presente
documento en su totalidad. Ejemplos de materiales de embalaje farmacuticos
incluyen, pero no se limitan a, ampollas, botellas, tubos, inhaladores, bombas,
bolsas, frascos, envases, jeringas, botellas, y cualquier material de embalaje
adecuado para una formulactn y un modo deseado de administractn y
tratamiento. Una amplia gama de formulaciones de los compuestos y
composiciones previstos se contempla como una gran variedad de tratamientos

para cualquier enfermedad o trastorno hemos#tico. Los poliggptidos FVII
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modificados y las mokeulas de &ido nucleico tambgén se pueden proporcionar
como kits. Los kits pueden incluir una composictn farmacutica que aqui descrita
en este documento e incluir un elemento para la administractn. Por ejemplo, un
FVII modificado puede ser suministrado con un dispositivo para la
administractn, como una jeringa, un inhalador, un vaso de dosificactn, un
gotero, o0 un aplicador. El kit puede, opcionalmente, incluir instrucciones para la
aplicacin, incluyendo las dosis, los regimenes de dosificacin y las instrucciones
de los modos de administracin. Los kits tambén pueden incluir una composicin
farmaciutica aqui descrita y un elemento para el diagréstico. Por ejemplo, estos
kits pueden incluir un elemento para medir la concentractn, la cantidad o la
actividad de FVII o un sistema regulado de FVII de un sujeto.

Los siguientes ejemplos se incluyen sdo para fines ilustrativos y no tienen
por objeto limitar el alcance de la invencin.
L. Ejemplos

Ejemplo 1
In silico factor de generacion de variantes VIl con mayor re  sistencia a
TFPI

A. Modelacion de la interaccion entre el factor Vi y TFPI

Los modelos computarizados de la interacctn entre el factor VIl y su
inhibidor natural, el primer dominio Kunitz (KI) sobre el inhibidor de la via del
factor tisular (TFPL)-1 (TFPI-1 K1) se realid para determinar el contacto con
residuos de amingxidos en la interfaz del sitio de interacctn. La informacin

disponible al plblico desde el banco de datos de proteinas (rcsb.org /pdb/) se
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utiliz para crear el modelo de homologia. Ni la estructura de cristal para TFPI-1
K1 sola, ni el del complejo cuaternario entre TF/FVIla/TFPI-1/FXa, an no han
sido resueltos. En cambio, se realizaron modelos computarizados usando la
estructura cristalina 2.8 del complejo ternario entre TF, FVII y la variante 5L15
de la especie bovina inhibidora de la tripsina pancretica (BPT1°"'>; PDB dxdigo
1FAK_1) como modelo de partida del proceso, seguido de informacin sobre la
estructura cristalina del complejo de la tripsina/TFPI-2 (Figura 6). El BPTI°'® es
una serina proteasa tipo dominio de Kunitz, y muestra una homologia a TFPI-1
y a TFPI-2. El primer dominio de Kunitz (K1) de BPTI°*'® (NIMERO SEQ DE ID:
106) muestra una identidad secuencial primaria del 45% en el primer dominio
de Kunitz (K1) (figura 5). Las coordenadas para la estructura de cristal de TFPI-
2 K1 fueron extraidas del programa de computador de bases de datos (pdb) del
archivo 1TFX del banco de datos de la proteina, que representa la estructura de
cristal del complejo de la tripsina /TFPI-2. Las coordenadas de TFPI-2 K1
fueron alineadas sobre las coordenadas tridimensionales de BPTI’"® de la
estructura cristalina de TF/ FVIIA/ BPTI*® (archivo 1FAK1 del pdb) usando un
programa de alineacin de la cadena principal del cuerpo rgido c- ~ en la
habitacin del programa PyMol (pymol. sourceforge.net/). El aréisis de ajuste de
TFPI-2 K1 al modelo por la medicitn de la pendiente resultante de la desviactn
de la raiz media cuadrada (RMSD) de menos de 1A. Este indico una alineacin
precisa entre las dos estructuras, y la generacin de un modelo confiable de un

FVIl y de un complejo TFPI-2 K1.
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Las cadenas laterales en TFPI-2 K1 que fueron mostradas por el modelo
de estar en contacto cercano con la superficie de FVII fueron identificadas y
mutagenizadas en silico para corresponder a las cadenas laterales presentes
en TFPI-1 K1. Los resultados de esta ardisis revelaron una complementariedad
electrosttica entre el factor VIl y TFPI-1 K1 en distintos residuos directamente
adyacente al sitio activo (es decir.2% residuos de la esfera). Los residuos en
FVII implicados en la interaccin con TFPI-I K1 basado en el anterior ardisis
homoligico son D60, K60a, K60c, T99, R147 y K192 de la enumeracitn de la
guimotripsina, que corresponden a D196, a K197, a K199, a T239, a R290 y a
K341, respectivamente, a la enumeractn madura de FVII (figura 7). Una
evaluacin de la interaccin modelada indicado que los residuos de glicina en la
posictn 97 por la enumeracitn de la quimotripsina (G97), que corresponde a
G237 por la enumeractn madura de FVII, esta en estrecha proximidad a los
residuos del contacto. La modificactn en esta posicitn podiia dar como resultado
un obséculo esérico, que romperia la interacconde FVII con TFPI.

B. Mutacién In silico del factor VII para proporcio nar resistencia

creciente a TFPI-K1

Los residuos de amingcidos situados en o cerca de la interfaz de la
interaccon de FVII/TFPI-1 K1 fueron identificados como se describe
anteriormente. Las variantes de FVII con los cambios del amingcido fueron
disdiadas que tanto a) los reemplazos de los contactos electrostticos
complementarios entre FVII y TFPI-1 con los contactos repelen carga-carga y/o

b) nieguen contactos electroséticos positivos por el reemplazo de los residuos

27¢



cargados en FVII con residuos neutros y/o ¢) Causen un obséculo esgrico por el
reemplazo de residuos que contienen una pequdia cadena lateral con los
residuos que contienen cadenas laterales més grandes. Variantes ejemplares
estn enunciadas en la tabla 9.

Tabla 9. Variantes ejemplares del factor VII

Variante . .
(Numeracién de Variante 3 Var_la,nte_
FVII maduro) (Ngmer_au_on ID polipéptido SEQ
guimotripsina) ID NO
D196K D60K CB554 18
D196R D60R CB555 19
D196A D60A CB556 20
D196Y D60Y CB601 125
D196F D60F CB600 126
D196W D60OW CB602 127
D196L D60L CB603 128
D196l D60I CB604 129
K197Y K60aY CB561 21
K197A K60aA CB559 22
K197E K60aE CB558 23
K197D K60aD CB557 24
K197L K60aL CB560 25
K197M K60aM CB599 26
K197I K60al CB595 130
K197V K60aV CB596 131
K197F K60aF CB597 132
K197W K60aw CB598 133
K199A K60cA CB564 27
K199D K60cD CB562 28
K199E K60cE CB563 29
G237W G97W CB605 134
G237T Go7T CB606 135
G2371 G971 CB607 136
G237V G97Vv CB608 137
T239A T99A CB565 30
R290A R147A CB568 31
R290E R147E CB567 32
R290D R147D CB566 33
K341E K192E 34
K341R K192R CB569 35




K341Q K1920 CB609 138
D196R/R290E | D6OR/R147E CB579 36
D196K/R290E | DBOK/RL4ATE CB580 37
D196R/R290D | D6OR/R147D CB581 38
D196R/ K197E/ | D6OR/KG0AE/KG0

poposh - CB586 39
D196K/  K197E/ | D6OK/KB0AE/KGO

oos - CB587 40
D196R/ K197E/ | D6OR/KG0AE/KG0

K199E/R290E | cE/R147E CB588 41
D196R/ K197M/ | D6OR/K60aM/K60

poposh - CB589 42
D196R/ K197M/ | D6OR/K60aM/K60

K199E/R290E | cE/R147E CB590 43
D196K/K197L DBOK/K60aL CB610 139
D196F/K197L DBOF/K60aL CB612 140
D196L/K197L D60L/K60aL CB611 141
D196M/K197L | D6OM/K60aL CB613 142
D196W/K197L | DBOW/K60aL CB614 143
D196F/K197E D60OF/K60aE CB615 144
D196W/K197E | D6OW/KBOAE CB616 145
D196V/K197E D60V/K60aE CB617 146

Ejemplo 2

Reproduccion y expresion de FVII

A. Reproduccion de FVII

Los nuclatidos que codifican los 466 isoformas del amino acido humano
FVII poliggptidos precursores (P08709; dispuesto en NOMERO SEQ de ID: 1)
fueron clonado en el vector de exprestn mamifero, escritura pCMV (Stratagene;
NJMERO SEQ DE ID: 151), que contiene un promotor del citomegalovirus
(CMV). Brevemente, el CBO- 125 (NMMERO SEQ de ID: 152) y CBO-126
(NJMERO SEQ de ID: 153) los oligonucletidos fueron utilizados como cebadores
delanteros e inversos, respectivamente, para amplificar la secuencia de FVII

por PCR usando el cDNA FVII humano (Invitrogen) como la planta. El cebador
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CBO-125 contuvo un sitio de restriccin BamHI (en negrilla), una secuencia de
Kozak (doble subrayado), seguida por 18 nucletidos con homologia de 5
pulgadas en el extremo de la secuencia de FVIlI ¢ ADN (subrayada), incluyendo
el codn de iniciactn ATG. El cebador de CBO- 126 contiene un sitio de restriccin
EcoRlI (en negrilla), un codn de parada (doble subrayado) y 21 nucleétidos con
homologia de 3 pulgadas en el extremo de la secuencia de ¢ ADN de FVII

(subrayada).

Cebador delantero de CBO- 125

5 ' gcatcateacgtgacggatccgccaccatggtctcccaggcecctc 3
Cebador traseri de CBO- 126

5 ' Gatcgtaceatacgtgaattcctaggeaaatggggctcgcapgag 3

La reacctn eséndar PCR y las condiciones termo dclicas fueron utilizadas
conjuntamente con el estuche KoD HiFi PCR (biociencias de EMD), segn las
recomendaciones del fabricante. El producto de PCR fue digerido con las
enzimas de restriccin de BamH | y de EcoR | y ligado en los sitios de restriccin
de BamH | y de EcoR | del vector de la escritura pCMV usando las &cnicas
moleculares eséndar. El vector entonces fue transformado en Escherichia coli.
Las colonias seleccionadas fueron creciendo y las &ulas bacterianas recogidas
para la purificactn del pbsmido usando las tnicas de la biologia molecular de

rutina.

B. Generacion de variantes de FVII
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Las variantes de FVII fueron generadas usando el estuche Sitio-Dirigido
de mutaginesis de QuikChangell XL (Stratagene) segn las instrucciones de los
fabricantes, con los oligonucldgtidos especificamente disédiados que sirvieron
como cebadores que incorporaron una mutactn concreta en el ADN
nuevamente sintetizado. El mé&odo de QuikChange implica la amplificacin lineal
de la platilla de ADN por la polimerasa de alta fidelidad de ADN de PfuUltra.
Los cebadores complementarios que incluyen la mutacin deseada fueron
extendidos durante el uso del ciclo purificador, el vector de escritura pCMV sper
enrollado doblemente que contiene la secuencia de cADN clonada de FVII
como plantilla. Extensin de los cebadores resultaron en la incorporacin de la
mutacin de inteés en las hebras nuevamente sintetizadas, y resultando en un
pbsmido mutado con las mellas escalonadas. En la siguiente amplificacin, el
&ido nucleico fue tratado con Dpn |, que digiere las hebras parenterales
metiladas del vector de escritura E. coli- derivadas de pCMV. Esto resulten la
“selecctn” de los pksmidos mutados nuevamente sintetizados, que no eran
metilados. El vector del ADN que contenia las mutaciones deseadas fue
transformada en el ultra componente de culas E. coli XL10-Gold, donde la
ligasa bacteriana reparo las mellas y permitdque ocurriera la replicacitn normal.

Las variantes de FVII con individuales sustituciones de aminaridos
fueron hechas apuntando las posiciones D196, K197, K199, G237, T239, R290
y K341, por la enumeracin madura de FVII (correspondiente a D60, a K60a, a
K60c, a G97, a T99, a R147 y a K192 por la enumeracitn de la quimotripsina).

Las variantes de FVII con mitiples mutaciones en las posiciones D196, K197 y
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K199, o las mutaciones en las posiciones D196 y K197, también fueron
generadas. La secuencia de nucletidos de uno de los oligonucletidos de cada
pareja de cebadores complementaria fue utilizada para generar las variantes de
FVII proporcionadas en la tabla 10. La secuencia correspondiente de tipo
salvaje también es mostrada como comparacin. La secuencia de 3 bases pares
gue codifica el sustituido del aminaxcido es mostrado con negrilla. Por ejemplo,
para generar una variante de FVII que contiene la sustitucin D196K (D60K por
la enumeractn de la quimotripsina; CB554, NMERO SEQ DE ID: 18), el
oligonucletido de CBO- 157 D60K, y un oligonucleatido que es complementario a
CBO- 157 D60K, fue utilizado el estuche Sitio-Dirigido de mutagnesis de
QuickChange Il XL para sustituir una secuencia de tipo salvaje de 3 bases
pares “gac” con una secuencia de 3 bases pares “aag”. El vector mutado que
codificaba un poliggptido de la variante de FVII que contenia una sustitucitn de

D196K, luego fue transformado en un ultra componente de @ulas E. coli XL10-

Gold.

Tabla 10. Oligonucleotidos utilizados para generar variantes de FVII
Posici- | Nombre del | Secuencia del cebador No
on cebador SEQ
Dirigi- ID
da
D196 D60 wild-type gcggcccactgtttcgac aaaatcaagaactgg 155
(D60) CBO-157 D60K | gcggcccactgtttcaagaaaatcaagaactgg 156

CBO-158 D60R | gcggcccactgtticagg aaaatcaagaactgg 157
CBO-159 D60A | gcggcccactgtticgcg aaaatcaagaactgg 158
CBOLH-59 D60F | gcggcccactgtttcttt aaaatcaagaactgg 186
CBOLH-60 D60Y | gcggcccactgtttcataaaaatcaagaactgg 187
CBOLH-61 gcggcccactgtttctgg aaaatcaagaactgg 188
D60W

CBOLH-62 D60L | gcggcccactgtticgag aaaatcaagaactgg 189
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CBOLH-63 D60I | gcggcccactgtttcatc aaaatcaagaactgg 190
K197 K60a wild-type gcccactgtttcgacaaaatcaagaactggagg 159
(K60a) | CBO-160 gcccactgtttcgacgacatcaagaactggagg 160
K60aD:
CBO-161 K60aE | gcccactgtttcgacgag atcaagaactggagg 161
CBO-162 K60aA | gcccactgtttcgacgceg atcaagaactggagg 162
CBO-163 K60aL | gcccactgtttcgacctc atcaagaactggagg 163
CBO-164 K60aY | gcccactgtttcgactatatcaagaactggagg 164
CBOLH-54 gcccactgtttcgacatc atcaagaactggagg 181
Ke0al
CBOLH-55 gcccactgtttcgacgtc atcaagaactggagg 182
K60aV
CBOLH-56 gcccactgtttcgacttc atcaagaactggagg 183
K60aF
CBOLH-57 gcccactgtttcgactgg atcaagaactggagg 184
K60aw
CBOLH-58 gcccactgtttcgacatg atcaagaactggagg 185
K60aM
K199 K60c wild-type tgtttcgacaaaatcaagaactggaggaacctg 165
(K60c) | CBO-165 K60cD | tgtttcgacaaaatcgac aactggaggaacctg 166
CBO-166 K60cE | tgtttcgacaaaatcgag aactggaggaacctg 167
CBO-167 K60cA | tgtttcgacaaaatcgcg aactggaggaacctg 168
G237 G97 wild-type agcacgtacgtcccgggce accaccaaccacgac 191
(G97) CBOLH-64 agcacgtacgtcccgtgg accaccaaccacgac 192
Go7W
CBOLH-65 G97T | agcacgtacgtcccgacg accaccaaccacgac 193
CBOLH-66 G971 | agcacgtacgtcccgatcaccaccaaccacgac 194
CBOLH-67 agcacgtacgtcccggtc accaccaaccacgac 195
Go7v
T239 T99 wild-type tacgtcccgggcaccacc aaccacgacatcgcg 169
(T99)
CBO-168 T99A | tacgtcccgggcaccgceg aaccacgacatcgceg 170
R290 R147 wild-type ggccagctgctggaccgt ggcgecacggcecctg 171
(R147)
CBO-169 R147D | ggccagctgctggacgac ggcgcecacggccctg 172
CBO-170 R147E | ggccagctgctggacgag ggcgecacggcecctg 173
CBO-171 R147A | ggccagctgctggacgcg ggcgecacggcecctg 174
K341 K192 wild-type agcaaggactcctgcaagggggacagtggaggc 175
(K192)
CBO-172 K192R | agcaaggactcctgccgc ggggacagtggaggc 176
CBOLH-68 agcaaggactcctgccag ggggacagtggaggce 196
K192Q
D196/ | D60/ K60a/ K60c | gtggtctccgeggceccactgtttcgacaaaatcaagaa | 177
K197/ | wild-type ctggaggaacctg
K199 atcgcgotg
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(D60/ CBO-177 D60OR / | gtggtctccgcggceccactgtttcagggag atcgaaa | 178
K60a K60aE / K6OcE | actggaggaacctg
/K60c) atcgcggtg
CBO-178 DG60K/ | gtggtctccgcggceccactgtttcaaggag atcgaaaa | 179
K60aE/ K60cE ctggaggaacctg
atcgcgotg
CBO-179 D60R / | gtggtctccgcggceccactgtttcaggatg atcgaaaa | 180
K60aM / K60cE | ctggaggaacctg
atcgcggtg
D196/ | D60 gcggcccactgtttcgacaaaatcaagaactgg 197
K197 /K60a wild-type
(D60 CBOLH-69 gcggcccactgtttcaagctc atcaagaactgg 198
/K60a) | D60K/
K60alL
CBOLH-70 gcggcccactgtttcctectc atcaagaactgg 199
D60L/
K60aL
CBOLH-71 gcggcccactgtttctttctc atcaagaactgg 200
D60F/
K60alL
CBOLH-72 gcggcccactgtttcatgctc atcaagaactgg 201
D60M/
K60alL
CBOLH-73 gcggcccactgtttctggctc atcaagaactgg 202
D60W/
K60alL
CBOLH-74 gcggcccactgtttctttgag atcaagaactgg 203
D60F/
K60aE
CBOLH-75 gcggcccactgtttctgggag atcaagaactgg 204
D60W/
K60aE
CBOLH-76 gcggcccactgtttcgtcgag atcaagaactgg 205
D60V/
K60aE
C. Expresion de los polipéptidos de FVII

Para las expresiones iniciales del arélisis hecho por ELISA y Western

Blot, los poligiptidos de FVII fueron expresados en dulas BHK-21. Para los
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ensayos bioquimicos, tales como es#n descritos mas adelante, los poligptidos

de FVII fueron expresados en las @ulas FreestyleTM 293-F (Invitrogen).

El poligptido del factor VII de tipo salvaje (CB553-02, NIMERO SEQ de
ID: 3) y los polipggptidos de la variante FVII fueron expresados inicialmente en la
inea celular BHK- 21 (ATCC CRL 1632) del riin de un hmster bek® Las dulas
BHK-21 fueron cultivadas en un medio minimo esencial de &ila (EMEM,
Invitrogen) con 10% suero fetal de ternera (FCS) en 100mm de placas de
cultivo a 37C vy 5% CO,. Despws de crecer en confluencia en
aproximadamente 90%, las d@ulas fueron transfectadas con 24 pg del ADN
pbsmido de FVII usando el estuche de Lipofectamine 2000 (Invitrogen) sedgn las
indicaciones del fabricante. El medio fue sustituido 6 horas desplés de la
transfecctn con EMEM sin el suero que contenia 1ug/ml de vitamina K1 (Sigma)
y las @ulas fueron encubadas por otras 72 horas nés. La expresinde FVII en el
medio de cultivo celular fue ensayada por ELISA o Western Blot.

Para las ardisis subsiguientes usando ensayos bioquimicos, el poligptido
del factor VII de tipo salvaje (CB553-02, NIMERO SEQ de ID: 3) y los
polipggptidos de la variante FVII fueron expresados en las @ulas 293-F del
Freestyle™ (Invitrogen). Las dulas fueron cultivadas en Freestyle™ 293 media
(Invitrogen) en 37C y 8% CO, en frascos Erlenmeyer con las tapas ventiladas.
Las dulas fueron transfectadas usando el protocolo sugerido por el fabricante.
Brevemente, después del crecimiento al 1 x 10° @&ulas /ml, las &ulas fueron
centrifugadas y el medio fue intercambiado. Las @&ulas fueron entonces

transfectadas con 240pg del pésmido de ADN de FVII para cada 240 ml de las
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@ulas que usaban 293fectin (Invitrogen). Aden®s, 50 Yl de un 1 mg/ ml de
material de la vitamina K1 (Sigma) en etanol fue dadido por cada 240 ml de
@ulas. Las @ulas crecieron por 5 dias luego el sobrenadante de cultivo fue
recogido. La expresin de FVII en el medio de cultivo celular fue ensayada por
ELISA.

1. ELISA

Un inmuno-ensayo fue utilizado para cuantificar la cantidad de FVII
humano y de FVlla en una muestra. Los anticuerpos poli-ctnales para FVII
humano fueron utilizados en la capturar y deteccin de la proteasa en la solucin.
El inmuno-ensayo puede ser utilizado para determinar la concentractn de
proteina de un medio condicionado o de un material purificado o para
determinar la concentracitn de FVII en otra muestra, por ejemplo, una muestra
de plasma humana o de ratn. La concentracin de la linea de base de FVIl en la
sangre humana es aproximadamente de 50 nardmetros y enzin#ticamente de
forma activa, FVlla, es aproximadamente 1 nardmetro.

Para determinar la cantidad de FVII humano o la proteina de FVlla en
muestras se realizo un emparedado de ELISA. Noventa y seis placas de fondo
realmente plano en poso de inmuno Maxisorp (Nunc) fueron revestidas con 100
¥ poso de 5 ng/J de avidina (NeutrAvidin, Pierce Biotech.). Las placas fueron
cubiertas y incubadas con agitacin por 1 hora a temperatura ambiente
(TEMPERATURA AMBIENTE) luego lavandas cuatro veces en PBS con el
0.01% Tween-20 (PBST). Las placas fueron bloqueadas por un minimo de 1

hora a TEMPERATURA AMBIENTE con agitacin por la incubacin de 1% con
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albkbmina de suero bovino (BSA) (peso/volumen) en PBS dadido a cada poso en
2004 /poso. Las placas bloqueadas fueron entonces almacenadas a 4C hasta
su uso (hasta por 2 semanas).

Antes de usarlas, las placas fueron lavadas cuatro veces en PBST para
eliminar el BSA, y 100/poso de un 1 ng/u de solucin del anticuerpo biotinilado
del contra-Factor VIl (sistemas de R&D) fueron diadidos a cada poso y la placa
fue incubada a temperatura ambiente por 45 minutos con agitactn para permitir
la complejactn con la avidina revestida. El exceso desatado por el anticuerpo
fue eliminado lavando la placa con PBST (cuatro veces).

Diluciones seriales de dos dobleces de FVII estndar (American
Diagnostica; diluido en PBST), que van a partir de 50 ng/pl a 0.8 ng/(, fueron
diadida a la placa en 100/ poso. Un poso que contenia PBST sin ningn FVII
tambén fue incluido como control de Tampn solamente. Al ensayo de las
muestras purificadas (antes y despiés de la activacin, \éase en el ejemplo 3) de
FVII o de FVlla, la muestra fue primero diluida 1: 25 en PBST, y luego
continuas diluciones de 2 dobleces fueron hechas de modo que se ensayaron
diluciones de 25 dobleces, 50 dobleces, 100 dobleces y 200 dobleces. Las
muestras diluidas fueron d@adidas a las posos en duplicado en 100/ poso. A las
muestras de plasma del ensayo que contenian FVII o FVlla, la muestra de
plasma fue diluida 1: 100 y 1: 400 en PBST y dadidos a las posos en duplicado
en 100 W/ poso. Una muestra de plasma sin FVII o FVila tambén fue incluida
para determinar los niveles de los antecedentes. Las placas fueron entonces

incubadas por 30 minutos a TEMPERATURA AMBIENTE con agitacin que
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permitiera cualquier FVIlI o FVlla en la muestra a mezclarse con el anticuerpo
del anti-FVII.

Despiés de la incubacin con la muestra, las placas fueron lavadas 4
veces con PBST. Un anticuerpo secundario, FVIlI contra-humano equino
(American Diagnostica), fue diluido 1: 5000 en PBST y dididos a cada poso en
un volumen de 100 pL. Las placas fueron incubadas por 30 minutos a
temperatura ambiente con agitactn para permitir al anticuerpo dadido unirse a
los complejos de FVII o de FVII en la placa. Para eliminar el exceso del
anticuerpo secundario, las placas fueron lavadas con PBST (4 veces). Para
detectar el lazo del anticuerpo secundario, fue dadido a cada poso 1004 HRP
contra-equino de cabra conjugado en una dilucitn de 1: 5000 en PBST. Después
de la incubactn por 30 minutos en la temperatura ambiente con agitacin, las
placas fueron lavadas cuatro veces con PBST y fue d@adida 100/ poso de una
solucin que contenia un 1: 1 mezcla de sustrato TMB y de solucinde peixido de
hidibgeno (Pierce Biotech). Las placas fueron agitadas para aproximadamente 1
minuto a temperatura ambiente antes de adicionarles 10QW/ poso de 2M de
H2S04 para parar la reaccin. La densidad @tica en 450 narometro fue medida
usando un dispositivo molecular de lector de placas M5 y el valor de los
antecedentes de la placa (medida solamente con PBST) que fue tomado del
valor de medictn de cada poso. Una curva patin fue generada trazando la
concentracin del eséndar FVII contra la absorbencia. Un intervalo de la curva
estindar de aproximadamente 0.2 - 50 ng/ml fue generado tipicamente bajo las

condiciones antedichas del ELISA. La concentractin de cada muestra fue

287



entonces determinada usando la curva patd y multiplicando por el factor de
diluctn, y un promedio y una desviacitn eséndar fueron informados.

2. Western Blot

La expresin de FVII en medio de cultivo celular tambégn fue ensayada por
la Western Blot. Alicuotas que contenian la muestra no diluida, o dos diluciones
seriales de 2 dobleces de PBS, del medio de cultivo celular de FVII-
transfectado a las @&ulas BHK- 21 fueron marcados Conc.1 (no diluido), Conc.2
(diluctn a 2 dobleces) y Conc.3 (diluctn a 4 dobleces). Las muestras fueron
cargadas en un lamina de gel de SDS al lado de 10, 25, y 50 nanogramo de
plasma de control rFVH purificado (American Diagnostica, CB553-01). La
proteina de FVII producida por las @&ulas BHK- 21 fue detectada por la Western
Blot usando un anticuerpo equino policlonado primario del anti-FVII (American
Diagnostica; utilizado en la concentracin sugerida de fabricacin) y un anticuerpo
secundario anti-equino IgG conjugado con HRJP (una diluctn de 1: 2000 de la
soluctn de 1mg/ml de los laboratorios Zymed). La comparacin de niveles de
expresin fue hecha con el plasma del control purificado rFVII. Los resultados
mostraron que las concentraciones que van de aproximadamente 20 ng a nés
de 50 ng de FVII estaban presente en las alicuotas del cultivo celular.

Ejemplo 3
Purificacion y activacion de los polipéptidos FVII

Los poliggptidos de FVII fueron purificados usando una columna Q

Sepharosa de gpido flujo (XK16), al cual los poligptidos de FVII con

funcionamiento de los dominios Gla absorberian, seguida por una etapa de
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elusin de los calcios. A un volumen de 240 ml del sobrenadante del cultivo de
las @ulas transfectadas de FreestyleTM 293-F fueron diluidas a 2 dobleces con
una solucin que contenia 20 miimetros Tris pH 8.0 y 0.01% entre 20, y luego 1.5
ml de 500 milimetros EDTA pH 8.0 fueron diadidos a la muestra diluida. Las
muestras fueron filtradas antes de ser cargadas sobre una columna Q
Sepharosa de #pido flujo (XK16) que habia sido pre-equilibrada primero con el
Tampn B (20 milimetro Tris pH 8.0, 1 M NaCl, 0.01% Entre 20), luego Tampn A
(20 milimetro Tris pH 8.0, 0.15 M NaCl, 0.01% Entre 20) en 8 ml/min. Desplés
del ser cargado, la columna fue lavada con el Tampn A hasta que la
absorbencia del flujo a través de 280 nardmetro alcan®dla linea base. El Tampn A
fue sustituido con el Tampn C (20 milimetro Tris pH 8, 0.15 M NaCl, 0.01%
Entre 20, 5 miimetros CaCl,) y un lavado con bomba fue realizado para sustituir
totalmente al Tampn en las lineas. Despues de terminar el lavado con la bomba,
el Tampn C fue aplicado a la columna en 8 ml/ min para eluir los poligptidos de
FVII, que fueron recogidos en 5 fracciones del ml por 60 minutos. La siguiente
elusin, la columna fue lavada con el Tampn B cuando todavia estaba
recogiendo fracciones, hasta que el pigmento rosado (del medio de cultivo) fue
lavado de la columna. La columna entonces fue lavada con el Tampn A para
prepararlo para la purificactn de FVII de la siguiente muestra.

Las fracciones eluidas fueron adicionalmente purificadas usando una
columna del mono Q 5/5 (que contiene 1 ml de resina), que estaba
preequilibrado inicialmente con el Tampn B, y luego con el Tamgn A, en 2

ml/min. De la quinta a la octava fraccitn de 5m recolectadas con el Tampn C de
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la parte superior fueron reunidas y diluidas dos dobleces con el Tampn A, antes
1.6 ml de 500 milimetros del EDTA, pH 8.0 fue dadido. Las pequdas alicuotas
(10Qu) fueron tomadas opcionalmente en este punto para el arélisis, como por
ejemplo por ELISA. La muestra combinada fueron cargada sobre la columna
del Mono Q en 2 ml/min, luego lavados con el Tampn A. Para eluir los
polipgptidos unidos de FVII, un gradiente a partir de 0% hasta 30% del Tampn B
fue corrido a través de la columna durante 20 minutos, en 1 ml/min, y 0.5 ml de
fracciones fueron recogidas. La columna fue entonces lavada con el Tampn B
seguido por el Tampmn A en preparacin de la purificactn de FVII de la siguiente
muestra.

Los poligptidos purificados de FVII fueron activados a FVlla usando el
factor biotinilado XA del estuche de la escisin y de la eliminacin del factor XA de
la proteasa de restricctn (Roche). Normalmente, 7 fracciones de la purificacin
del Mono Q fueron reunidas en tubos @nicos de 15 ml y 388 de 500 milimetros
de CaCl2, 38.9u de 10% BSA en agua destilada, y 3.2pg del factor biotinilado
XA fueron d@adidos. Despiés de la incubacin por 14-16 horas a 37C, 250 de
avidina inmovilizada (Pierce) fueron diadidos y la muestra fue mezclada en 4C
por 30 minutos. La solucitn resultante fue luego filtrada a través de una columna
de Econo-pak (bio Rad), y el filtrato fue mezclado con otro 250l de avidina
inmovilizada por 30 minutos més. La solucin fue filtrada otra vez y el filtrato fue
concentrado a aproximadamente 300-500 g usando un filtro centrifugo del
Amicon Ultra-4 10kDa (Millipore). La concentracitn de FVlla luego fue analizada

por ELISA (como se describd en el ejemplo 2.C.1) y el nivel de activacin del
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factor VII fue controlado por Western Blot. El ardisis de Western Blot fue
realizado esencialmente como se describben el ejemplo 2.C.2, pero se uso
anticuerpo contra-humano de conejo del factor Vila (Haematologic
Technologies, Inc.) en 1: 2000 por 1 hora como el anticuerpo primario, seguido
por HRP-Cabra Contra-Conejo 1gG (H+L) (Invitrogen) en 1: 5000 por 30
minutos.
Ejemplo 4
Determinacion de la constante cinética de Michaelis Menten de la
actividad amidolitica de FVlla en un sustrato de la molécula pequefia

La actividad amidolitica de las variantes de FVII fue evaluada midiendo
la constante cirética de Michaelis Menten del poliggptido de FVlla en el sustrato
peptidil Espectrocima FVlla (CH3SO,-D-CHA-But-Arg-pNA.AcOH). El factor
tisular purificado humano Lipidado (Innovin, Dade Behring, VWR Cat # 68100-
390) fue incluido en el ensayo para proporcionar una actividadgptima de FVlla.
El TF-FVIla complejo rompe con la Espectrocima FVlla como substrato
cromoginico altamente espedfico liberando una paranitroanilina- cronmdforo
(pNA), la cual puede ser controlada midiendo la absorcin en 405 nardmetro. La
actividad enzimdética es determinada por el control que la absorbencia en 405
narometro del pNA libre generado en una funciddel tiempo.

Las reacciones fueron realizadas en tres diferentes concentraciones de
enzima. Para la reaccin, las variantes de FVlla fueron primero diluidas a 40
narometro en 1 x Tampn de ensayo directo (100 milimetros Tris pH 8.4, 100

milimetros de NaCl, 5 miimetros de CaCl2, 0.01% BSA) en un tubo de 1.7 ml
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(tubos de microcentiifuga de baja adhesin de ISC Bioexpress). FVlla fue diluido
adicionalmente en presencia de TF (Innovin, Dade Behring) diluyendo 2
narometro en un depsito del polipropileno de 12 posos (Axygen) como sigue a
continuacn: 720 5 x Tampn directo (500 milimetro Tris pH 8.4, 500 miimetros
de NaCl, 25 milimetros de CaCl,, 0.05% BSA), 180ul 40 narémetro FVlla, y 2700
(i2 x TF (soluctin madre de 6 nardmetros reconstituida en 10 ml de agua). La
proteasa diluida fue incubada por 5 minutos en temperatura ambiente. El
material de 2 nardmetros de FVlla fue luego diluido en seriales de disoluctnde 2
dobleces para dar como resultado 1 nardometro y 0.5 narémetro de materiales de
proteasa, respectivamente, tambén en presencia de TF. Las reacciones de la
diluctn en serie fueron como sigue a continuacitn: primero, 1800 YW de 2
narometros del material de FVIla/TF del diluido arriba en 360 W 5 x Tampn
directo, 900 2 x TF, y 540 agua. Este material diluido fue diluido otra vez 1:1
en 1800u 1 x TF en Tampn directo.

Una placa de la diluctn del sustrato Espectrocima FVila (American
Diagnostica) fue hecha. La solucin madre de Espectrocima FVlla fue hecha por
la reconstituctn de 50 pmol de vial en agua destilada a 10 milimetros vy
almacenada en 4°C. Ochenta (10 miimetros Espectrocima FVlla) y 60 + 204
de agua (7.5 milimetros Espectrocima FVlla) de los 10 milimetros Espectrocima
FVlla fueron diadidos a los posos en dos columnas adyacentes de una placa de
ensayo de polipropileno de 96 posos (Costar). Los dos posos fueron diluidos en
seriales dos dobleces hacia abajo cada uno de los 8 posos de la columna

respectiva para hacer una serie de 10x de concentraciones de sustrato que van
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a partir de 10 milimetros a 78 uM de sustrato establecidos para los posos de la
primera columnay a partir de 7.5 milimetros a 58.6uM sustrato establecidos para
los posos de la segunda columna.

Cinco Y de cada diluctn del sustrato de Espectrocima FVlla fueron
dadidos a la mitad de una placa de ensayo de 96 posos (Costar). Cuarenta
cincopl de cada uno de las tres diluciones de FVIla/TF fueron dadidos a tres
grupos de columnas de las series de diluciones de sustrato. Durante esta
etapa, fue tenido cuidado para evitar introducir burbujas en los posos del
ensayo. Si se introdudian burbujas, eran eliminadas pinchando con una aguja
limpia antes de comenzar con cada montaje. Las placas fueron mezcladas con
agitacin. Antes de la iniciactn del ensayo, la longitud del camino de los posos
del ensayo fue medida usando un espectrofotmetro lector de placas
Spectramax Gemini M5 (Molecular Devices) teniendo una lectura del punto final
y usando la caracterstica del Pathcheck del programa de computadores
SoftMax (Molecular Devices). EI aumento en absorbencia en 405 narémetros
fue medido cada 30 segundos para una hora en 37C.

El programa de computador SoftMax fue utilizado para convertir la
velocidad de la absorbencia (milli units/ seg) a la concentractn de pNA liberada
(MM/sec) usando la longitud del camino y el coeficiente de extincin del grupo
saliente del pNA en 405 narémetros, 9600 M cm™. La ecuacin de la conversin
es como sigue a continuacin: Velocidad x (1/60 x 1000) x (1/ 9600 x longitud del
camino) x 100000. Los resultados de cada concentractn de proteasa fueron

representados géficamente usando el programa de computador Graph Pad
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Prism con la concentractn de sustrato en el X-axis y las determinadas
velocidadespM/sec en el Y-axis. Usando el programa de computador Graph Pad
Prism 4 Km y Ymax fueron determinados ajustando los datos a una ecuacin de
Michaelis Menten como sigue a continuacin:
Y = ((KcatKm /2000000)x X x [E])/ (1+ (X + Ki)
Donde; X es la concentractn de sustrato (M)
Y es la actividad enzindica (IM/sec)
keatKm €S la constante de especificidad (M * seg
Km es la constante Michaelis (M)
E es la concentracin de enzima (M)
Los valores iniciales de E=I, Km = X en 0.5 x Y max y kcaKm = 1000 era en
conjunto.
La actividad espedifica (munits/min/nM) de cada uno de las variantes de
FVlla, tipo salvaje FVlla (CB553-02) fue determinada con el ensayo descrito
anteriormente usando 420uM Espectrocima FVlla (tabla 11). La actividad de las
variantes de FVlla era normalmente mayor que la del tipo salvaje FVlla
(medido en 2.7 munits/min/nM). La actividad de las variantes de FVII fue
comparada con la de las variantes descritas en la bibliografia (CB591- CB594),
y en la mayoria de las variantes de FVII se encontd que tenian actividad
comparable a o mayor que la actividad de las variantes que habian sido

previamente descritas en la bibliografia.

Tabla 11. Actividad especifica de las variantes de  FVlla

No Mutacion Mutacioén Actividad

D SEQ (Numeracion de | (Numeracion especifica
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ID FVIlI maduro) quimotripsina) (munits/min/n

M)
CB553-02 | 3 ninguno ninguno 2.7
CB554 18 D196K D60K 1.7
CB555 19 D196R D60R 1.9
CB556 20 D196A D60A 3.2
CB557 24 K197D K60aD 4.4
CB558 23 K197E K60aE 4.4
CB559 22 K197A K60aA 4.6
CB560 25 K197L K60aL 11
CB561 21 K197Y K60aY 5.2
CB562 28 K199D K60cD 5.5
CB563 23 K199E K60cE 5.2
CB564 27 K199A K60cA 3.8
CB565 30 T239A T99A 2.0
CB566 33 R290D R147D 5.5
CB567 32 R290E R147E 29
CB568 31 R290A R147A 3.9
CB569 35 K341R K192R 2.9
CB579 36 D196R/R290E D60R/R147E 2.9
CB580 37 D196K/R290E D60K/R147E 2.7
CB581 38 D196R/R290D D60R/R147D 3.1
CB586 39 Eigggl K197E/ Egg?éKGOaE/ 52
CB587 40 E%SSE/ K197E/ Egg(}féKGOaE/ 48
o a1 | DISERL JOSTE DOORCRE
CB589 42 E]]:SSE/ K197M/ Egg?éKGOaM/ 5.4
cowo 4| CISER SITW DSOS o
o1 |7 | SOSVSSELiesioE g
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CB592 148 M298Q M156Q 3.6

V158D/E296V/ V21D/E154V/

cesos 149 | (02 V1500 3.9
\V158D/E296V/ V21D/E154V/
CB594 1150 | \ioogo/k337A M156Q/K188A 5.0
Ejemplo 5

Determinacién de la actividad catalitica de FVIlap ara su sustrato, factor X

La actividad cataltica de las variantes de FVlla para sus sustratos, Factor
X (FX), fue evaluada indirectamente en un ensayo fluoro gnico probando la
actividad de FXa, generada sobre la activactn de FVlla, en el sustrato singtico
Spectrafluor FXa. Una forma lapidada del factor tisular purificado (TF) fue
incluida en el ensayo para proporcionar una actividad ¢ptima de FVlla. La
actividad enzimdtica de FXa para Spectrafluor FXa (CH3SO2-D-CHA-Gly-Arg-
AMC.AcOH) fue determinada midiendo el aumento en la absorbencia del fluoo
foro libre generado, AMC (7-amino-4-methilcoumarino), en funcin de tiempo.

Brevemente, las variantes de FVlla fueron diluidas inicialmente a 0.5uM
en 1x en un tampn de ensayo directos (100 mM Tris pH 8.4, 100 milimetros de
NaCl, 5 milimetros CaC12, y 0.01% BSA), luego diluido nuevamente a 0.1
narometros dentro de un tampbn de ensayo directo. Lipidado integral TF (Innovin;
Dade Behring) fue reconstituido en 20 ml de agua para hacer una soluctn de 3
narometros y diluido en 0.2 nM dentro de 1 x tampmn de ensayo directo.
Cuatrocientos pl de 0.1 nardmetros FVlla fueron mezclados con 400 g 0.2
narometro TF e incubados a temperatura ambiente por 5 minutos. La solucin fue
nuevamente diluida por dos, la diluciones en 2 dobleces en 1x tampn de

ensayo directo que contenia 0.2 nardmetros TF para obtener un total de tres
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diluciones de FVlla de 0.05 nardmetros, 0.025 nardmetros, o 0.0125 nardmetros
de FVlla cada uno contenian 0.2 nardmetros TF (soluciones de FVIla/TF).

El sustrato, Factor X (FX; American Diagnostica; 80 pg) fueron
reconstituidos en 135.6 Yl de agua destilada para dar un material de 10puM y
almacenado en alicuotas a -80 °C. Las alicuotas no fueron congeladas y
descongeladas nés de una vez. El material de FX fue diluido a 800 narémetro en
el tampn de ensayo directo, luego diluido en seriales de dos dobleces para
obtener soluciones de FX que van a partir del 800 narémetro a 50 nardometro.

Spectrofluor XA (American Diagnostica; 10unoles) fueron reconstituidos
en agua destilada a 5 miimetros y almacenados a 4°C. Una placa de ensayo
con la mitad del &ea en negro con 96 posos (Costar), 5 Spectrofluor XA
(American Diagnostica) fueron dadidos a cada poso. Luego, 25 de la solucin
de FX fueron dldidos a cada poso. A lautima fila de posos de la placa, un
control negativo en el cual no fue dadido FX tambén fue incluido en el ensayo.
Dos veces, las tres concentraciones de las soluciones de TF/FVlla fueron
dadidas en 20l a los posos de las columnas respectivas de la placa de modo
gue cada diluctn de TF/FVlla fuera ensayada contra cada dilucin de FX, con un
conjunto de las columnas que no contenian TF/FVlla (es decir. FX solo). Las
placas fueron mezcladas por agitacin. La fluorescencia fue medida con base en
el tiempo con un conjunto de espectrafluorometros para leer cada 30 segundos
por 1 hora en 37PC (ex: 380 nardmetro, EM: 450 narometro, corte: 435
narémetro), y el tiempo fue informados en unidades cuadradas de tiempo.

Siguiendo con el ensayo, una curva paton de fluorescencia AMC en el mismo
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lector de placas fue generada para convertirla a unidades de fluorescencia al
sustrato uM liberado en el ensayo. 1 miimetro AMC en DMSO (Invitrogen) fue
diluido a 0.02 milimetros en 1 x tampn de ensayo directo. Seis, las diluciones
seriales de dos dobleces de AMC fueron hechos para que vayan a partir del 20
narometro a 0.625 nardmetros en 1 x tampn de ensayo directo. La fluorescencia
de AMC fue medida usando las mismas condiciones de ensayo como se
describe anteriormente y un géfico de la fluorescencia contra la concentractn de
AMC fue trazado. La pendiente de la linea fue calculada, la cual sirvib como el
factor de conversin para RFU pM en @culos subsiguientes.

Las constantes de la cirética para la activacin de FVlla de FX fueron
calculadas realizando un ardisis de la regresin lineal en el inverso de la
concentracin de sustrato contra el inverso de la velocidad de la divisitn del
sustrato (en unidades de segundos?), con Vmax,rvja Calculado como el inverso
de la interceptactn de la y, Km,rvjja COMo la pendiente en la interceptacinde la vy,
Vmax I Km,evjja €COMo el inverso de la pendiente. El valor de kca fue entonces
derivado usando la ecuacin;

Keat / Km,rviia = Vimax | Kmyevia X 1 (0.5 x k2 x [FVIla enpM] x el factor de
conversin (RFU/uM))
donde; k2 = ([S] X Kcatrxa)/( Km,rxat [S]), donde Keatrxa ¥ )/( Kmrxa SON las
constantes para la divistn de FXa de SpectrofluorXa determinaron
experimentalmente usando las normas estindar de FXa como Keatrxa = 117 seq

LY Kmrxa = 164pM.
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Usando las condiciones de ensayo antedichas, la constante cirética k2
fue determinada para ser 88.1 el seg™.

El Kn y el ket para cada uno de las variantes de FVlla fueron
determinados para evaluar la actividad catalitica, kcat / Ky (M'lseg'l) de cada
uno de sus sustratos, FX (tabla 12). La proteasa de tipo salvaje de FVlla
(CB553-02) tambén fue evaluada y se encont que mostraba una actividad de
1.8 x 10’ Mseg™. Activactn del factor VIIA del Factor X, segn lo medido por
Krishnaswamy, y otros. (J. Biol. Quim. (1998) 273:8 4378-86) son 2.9 x 10’ M"
'seg™. Muchas de las variantes mostraron actividad comparable con la de la
proteasa sin modificar. En algunas instancias, las variantes de FVlla exhibieron
una actividad catalitica mejorada comparada con la de la proteasa sin modificar.

Por ejemplo, CB558, CB561 y CB563 exhibieron actividades catalticas de 5.2 x

107, 4.3x 10"y 5.9 x 10’ M'seg".

Tabla 12. Actividad catalitica de las variantes de FVlila

Mutacion Mutacion Actividad

D (Numeracion (Numeracion | catalitica | Log 1o K Kcat
de FVII quimotripsin Keat / Km | (Keat / (mlr\n/l) (seg-

maduro) a) M?'seg?) | Kpm) 1)

C805253_ ninguno ninguno 1.8x10" | 7.3 |0.039| 0.71
CB554 D196K D60K 3.1x10’ 7.5 |0.038 1.2
CB555 D196R D60R 2.6x10’ 74 |0.036 | 0.95
CB556 D196A D60A 2.6x10’ 7.4 | 0.292 7.4
CB557 K197D K60aD 2.5x10’ 7.4 | 0.046 1.2
CB558 K197E K60aE 5.2x10’ 7.7 | 0.020 1.1
CB559 K197A K60aA 3.6x10’ 7.6 |0.026 | 0.94
CB560 K197L K60aL 9.3x10° 6.0 |0.641 | 0.60
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CB561 K197Y K60aY 43x10° | 76 |0041| 18
CB562 K199D K60cD 1.4x10° 7.2 |0.070| 1.0
CB563 K199E KG0CE 50x10’ | 7.8 |0041| 24
CB564 K199A K60CA 8.4x10° | 6.9 |0.103| 087
CB565 T239A T99A 6.1x10° | 5.8 |0.128]| 0.078
CB566 R290D R147D 1.2x10° | 6.1 |0.045 | 0.053
CB567 R290E R147E 6.8x10* | 48 | 1.9 | 0.014
CB568 R290A R147A 41x10° | 6.6 |0.018| 0.074
CB569 K341R K192R 27x10° | 6.4 | 0092 025
CB579 | D196R/R290E | DGOR/R147E | 1.4x10° | 6.1 | 0.032 | 0.044
CB580 | D196K/R290E | DEOK/R147E | 1.9x10° | 6.3 | 0.025| 0.047
CB581 | D196R/R290D | DBOR/R147D | 3.0x10° | 6.5 | 0.28 | 0.085
D196R/ DBOR/KG0aE/ .
CBS86 |, 107e) K100k e 78x10° | 6.9 |0.033| 026
D196K/ DBOK/KB0aE/ .
CBS87 | 190/ X100k P 3.7x10° | 6.6 | 0.062| 0.26
D196R/
CB588 K197E/ Eggféfslojfé 53x10* | 4.7 | 0.888 | 0.047
K199E/R290E
D196R/
CB589 K197M/ D60§égc62a'\"/ 11x10° | 7.0 |0.049| 0.54
K199E
D196R/ 5
CB590 K197M/ ESS?QFSSZ‘?”E’ 4.6x10° | 57 10.030| 0.014
K199E/R290E
L163V/S170b
L305V/S314E]/ 6
cBso1 | S OVSS E/KlBEi(A/FZZS 6.3x10° | 6.8 |0235| 1.5
CB592 M2980 M156Q 31x10° | 75 | 0085 27
V158D/E296V
CB593 / vzﬂal/gégw 49x10° | 7.7 10063 3.1
M298Q
V158D/E296V
CB594 / |\\/|/ fggg&fgg’i 12x10° | 81 |0035| 4.1
M298Q/K337A

"Valores aproximados.
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Ejemplo 6.

Determinacion de la concentracion de proteasa viabl e cataliticamente en

una solucion

La concentracin de proteasa FVlla viable catalticamente en una solucin
madre fue determinada valorando un complejo del factor Vlla y del factor tisular
soluble (sTF) con un inhibidor irreversible de pptido FVlla, Phe-Phe-Arg-
Clorometilquetona (FFR- CMK). El inhibidor adhiere a FVlla pero no a FVII. La
incubacitn extendida en una alta concentracitn de FVlla (50 nardmetro) asegura
la valoractn completa de la proteasa. La actividad residual del complejo de
FVIla/TF despwés de incubactn con FFR-CMK fue medida para determinar la

concentracin de FVlla viable cataliticamente en la soluctn madre original.
A. Formato de placa de ensayo de 96 pozos

Una placa de ensayo de mediadea transparente de 96 posos (Nunc) fue
pre tratada diadiendo 150/ poso de 1 x tampn de la placa (100 miimetros Tris
pH 8.4, 100 milimetros de NaCl, 0.01% BSA, 0.01% Tween-20) a cada poso e
incubada la placa en 37C por un minimo de 1 hora. El tampn fue eliminado
totalmente se@ndolo en una toalla de papel y centrifugando la placa boca abajo
para eliminar cualquier tampn restante, y la placa fue secada al aire por 1 hora
y almacenado cubierto a temperatura ambiente (TEMPERATURA AMBIENTE).

Para preparar la mezcla de reacctn FVlla/sTF/FFR-CMK, un material de
FVila (American Diagnostica; diluido a 5 yM en 50% de glicerol (v/v) y
almacenado en frio en alicuotas en -20°C) o una variante de FVlla fue la primera

diluida en 500 nardmetro en 1 x tampn de ensayo directo de x (100 milimetros
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Tris pH 8.4, 100 milimetros de NaCl, 5 milimetros de CaCl ,, 0.01% BSA). La
mezcla de FVIla/sTF fue hecha entonces mezclando 90pl de agua destilada con
36l 5 x tampn de ensayo directo, 18 500 narémetro FVlla, y 18 5M sTF de M
(Factor humano de coagulacin recombinante 1ll/ factor tisular soluble; Sistemas
del R&D; la solucin madre utilizada fue 19.6 M en 50% de glicerol y fue diluida
a5uMen 1 x tampn de ensayo directo y almacenada hasta dos semanas en
&C). luego se les permitbser complejos por 5 minutos a temperatura ambiente.

Una soluctn madre de 10 milimetros FFR-CMK (Bachem) en DMSO
(almacenada a -20 °C) fue diluida en agua a 3.5uM. Usando una fila de una
placa opaca de almacenamiento de polipropileno (Costar #3363), las diluciones
en serie de dos dobleces en agua de FFR-CMK fueron hechas a través de 11
posos de una placa opaca de 96 posos, con la ultima fila de posos que contenia
solamente agua como control. Este es la solucin de serie de inhibidores 10x
FFR-CMK. En cada poso de la placa de ensayo de mediadrea clara pre tratada
de 96 posos, 10.8ul de la mezcla de FVlla/sTF fueron diadidos, seguido por 1.2
de la serie del inhibidor de 10x FFR-CMK. Las soluciones fueron mezcladas
bien y la placa fue centrifugada a <3000 rpm por 5 minutos para eliminar las
gotas en los posos. La placa fue cubierta e incubada por 8 horas en 37°C.

Para ensayar la actividad residual del complejo FVIla/TF, una mezcla del
sustrato Espectrozima FVlla (American Diagnostica, #217L; material
reconstituido de vial pmol 50 en 5 a 10 milimetros de agua destilada y
almacenado en £C) y 5X de tampn directo (500 milimetros Tris pH 8.4, 500

miimetros de NaCl, 25 miimetros de CaCl , y 0.05% BSA) fue primero
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preparado al mezclar 360 5 x tampn de ensayo directo de 180 Wl de una
solucin de 10 milimetros de Espectrocima FVlla y 1080ul de agua. A cada poso
de la placa de ensayo, se le d&adb108pl de la solucin de sustrato preparada. Los
posos fueron mezclados y la placa fue incubada en 37”C. El aumento en
absorbencia en 405 nm fue medido cada 30 segundos para una hora a 37C
con un lector de placas Spectramax Gdminis M5 de Molecular Divices.

Usando el programa de computador SoftMax (Molecular Devices), las
velocidades de absorbencia fueron medidas y la actividad fraccionada de las
proteasas incubadas con un inhibidor fueron determinadas dividiendo la
velocidad promedio por la velocidad desinhibida de la proteasa. La actividad
fraccionada fue representada géficamente contra la concentracin de FFR-CMK,
y los puntos que eran > 90% o <10% de la actividad desinhibida fueron
descartados. Una linea fue entonces dibujada a través de los puntos restantes
para determinar la interceptactn de X, que representa la concentracin de la
proteasa activa en la solucin. Los valores de mitiples ensayos fueron medidos y
promediado y la desviacin eséndar fue determinada.

B. Formato de ensayo de 384 pozos

Con el objetivo de aumentar la precistny la produccin de la valoracin, el
ensayo previo fue modificado por un formato basado de placas de 384 posos.
La incubacin fue realizada por siete horas en una concentracin alta de proteasa
(250 nardmetros) con una serie de concentraciones de FFR-CMK que

atravesaban el intervalo a partir del 400 nardmetro a 53 nardmetros. La actividad
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residual fue medida dediendo sustrato de FVlla (Mesil-dFPR-ACUMULADOR) y
midiendo el cambio en sdil de fluorescencia en el tiempo.

Ripidamente, una placa de ensayo negra de 384 posos (Nunc) fue pre
tratada como en el ejemplo 6. Luego, una soluctn de FVlla/sTF fue preparada
al mezclar 32.5u 1pM FVlla + 19.54 5uM sTF + 6.5 5X tampn de AST (100
milimetros Na Hepes, pH 7.5, 750 milimetros de NaCl, 25 milimetros de CaCl2,
0.5% BSA, 0.5% PEG 8000) y 6.5 dH20. Esta reaccitn fue incubada a
temperatura ambiente por 5 minutos. La mitad de una placa de 384 posos
acomoda 5 proteasas medidas en triplicado, y una sola muestra de control del
ensayo. Durante la incubactn de FVlla/sTF, los 20 milimetros de FFR-CMK
fueron diluidos a 8puM en 1 milimetro HCI, seguido por 9 series de diluciones de
1.25 dobleces a través de una placa de 96 posos. Los dos posos restantes de la
fila fueron dejados con 1 milimetro HCI solamente. Esta fila luego fue diluida en
10 dobleces en 1X de tampn de AST y mezclado para generar una serie de
concentraciones de FFR-CMK a partir del 800 nardometro a 107 nardmetros. A
cada fila de la placa de 384 posos, le fueron medidos 4 de la serie de la diluctn
de FFR-CMK con una pipeta. luego, 4 il de la soluctn de FVlla/sTF fueron
mezclados con la serie del inhibidor a través de once columnas de la placa. La
columna final fue llenada con 4l del tampin de 1X AST para que actuara como
la pieza elemental de la placa. La placa fue centrifugada, sellada, e incubada a
temperatura ambiente por siete horas con agitacin. El ensayo fue iniciado con
72 de 110pM de Mesyl-dFPR-ACC diluido en 1X de tampn de AST. El aumento

en fluorescencia fue controlado en Ex: 380 nardmetro y Em: 460nm por 20
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minutos con lecturas cada 45 segundos en 37C. Los datos fueron analizados
de manera semejante como en el ejemplo 6, con los siguientes refinamientos.
Primero, la actividad residual fue limitada a esas actividades entre el 20% vy el
80% de las actividades solamente de la proteasa. En segundo lugar, la
intercepcin de Y del ajuste linear fue precisada para caer entre 0.9 y 1.1.
Tercero, la intercepctn de X fue precisada a estar entre 125 nardmetro y 375
narometro. La intercepcin de X para las tres #plicas de cada proteasa fue

promediada y el valor y la desviactn eséndar informados.
Ejemplo 7
La determinacion del IC50 para la inhibicion de TFP | de FVIla/TF

La potencia de la interaccin entre TFPI y el complejo de FVIla/TF fue
evaluada midiendo el nivel de inhibictn de diferentes concentraciones de TFPI
en la actividad cataltica de FVIla/TF hacia un sustrato, Espectracima Vlla. La
concentracin de TFPI que fue requerido para la inhibictn del 50% (IC50) fue
calculada para cada variante de FVII, y una norma de FVlla.

Una placa de ensayo de mediaarea color clara de 96 posos (Nunc) fue
pre tratada @adiéndole 150/ poso de 1 x tampn de placa (100 milimetros Tris pH
8.4, 100 milimetros de NaCl, 0.01% BSA, 0.01% Tween-20) a cada poso e
incubando la placa en 37C por un minimo de 1 hora. El tampn fue eliminado
totalmente agitando y secando la placa y centrifugando la placa boca abajo
para eliminar el tamph restante. La placa fue secada al aire para 1 hora, y

almacenada a temperatura ambiente (TEMPERATURA AMBIENTE).
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En un tubo de la microcentifuga del 1.7 ml (tubo de microcentifuga de
baja adhesitn de ISC Bioexpress), una mezcla de FVIla/TF fue preparada en un
volumen total de 450 4 mezclando 9l de 250 nardmetro de FVila (American
Diagnostica, CB553-02 o una respectiva variante para ser ensayada) fue
mezclado con 337.5u de 2 x TF (Innovin; Dade Behring; el producto liofilizado
resuspendido en 10 mL de agua destilada para generar 2X TF, del cual iguala
aproximadamente 7 narometro de TF lipidado), 90l 5 x tampn de ensayo (500
milimetros Tris pH 8.4, 500 milimetros de NaCl, 25 milimetros de CaCl,, 0.05%
BSA) y 13.5 4 de agua, dando por resultado una soluctn que contiene 5
narometro FVila y 5.2 nardmetro TF. La mezcla fue incubada a temperatura
ambiente por 5 minutos para permitir los componentes complejarse. A cada
poso de 2 columnas en la placa de ensayo de media&ea de color claro pre
tratada de 96 posos, 25 de la mezcla respectiva de FVlla/sTF fueron diadidos
y la placa fue cubierta para evitar la evaporacin.

TFPI recombinante humano (R&D Systems) fue disuelto inicialmente en
33U de 50% glicerol (v/v) para hacer un material de 10uM para almacenarse a -
2CC. El material de TFPI fue diluido adicionalmente a 1.5uM en un final 1 X
tampbn directo (100 milimetros Tris pH 8.4, 100 miimetros de NaCl, 5 miimetros
de CaCl,, 0.01% BSA) en una placa de almacenamiento de polipropileno como
sigue a continuacin: para cada proteasa ensayada, 87.5u de una soluctnde 1.5
Mde TFPI fueron hechos mezclando 13.1p 10pM TFPI con 17.54 5 x tampn de
ensayo y 56.9 de agua destilada. Las diluciones seriales de tres dobleces de

la soluctn de TFPI fueron hechas en 1 x tampn de ensayo mezclando 27.5
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TFPI en 55 1x tamph de ensayo, tal que las soluciones que contenian 750
nardmetro, 250 nardmetro, 83.3 nardmetro, 27.8 nardmetro, 9.26 nardmetro, 3.1
narémetro, y 1.03 nardmetro TFPI fueron generadas. El poso final de la serie
contuvo solamente 1X tampn directo como control.

Veinticincold de cada dilucin de TFPI fueron d@adidos a 2 posos (es decir.
dos veces) de 2 columnas de una placa de ensayo de mediaéea color clara de
96 posos que contenia la mezcla de FVIIa/TF, tal que la mezcla de la proteasa
era ensayada dos veces con cada dilucon de TFPI. Una solucitnde 1 x tampn de
ensayo de sin TFPI tambén fue dadida a 2 posos que contenian la mezcla de
FVIla/TF como control negativo. La placa fue agitada brevemente y luego
centrifugada en 3000 rpm por 5 minutos antes de la incubacin en 37C por 1.5
horas.

Una soluctin madre de Espectracima Vila (American Diagnostica) fue
preparada reconstituyendo 50pumoles de 5 a 10 miimetros de agua destilada y
almacenada a 4C hasta su uso. Inmediatamente antes de uso, la solucitn fue
diluida a 600 iM en agua destilada. Siguiendo la incubacitn de la placa de
ensayo de arriba, 10l del Espectracima Vlla diluido fue dadido a cada poso de
la placa de ensayo. Las reacciones fueron mezcladas y la placa fue incubada a
37C. El aumento de la absorcin a 405 narometro fue medido cada 30 segundos
por una hora a 37C, y la tasa de absorcin fue calculada usando el programa de
computador SoftMax Pro (dispositivos moleculares).

Para determinar el grado de inhibictn por TFPI, las tasas de absorcin de

la reaccitn de la proteasa que contenian TFPI, fueron divididas primero por la
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reaccin de la tasa de absorbencia de las que no contenia TFPI (la muestra de
control) para obtener la actividad de fraccionamiento, y el log;o de cada
concentractn de TFPI pudo ser determinado. Usando el programa de
computador GraphPad Prism, el logio [TFPI] fue trazado vs. La actividad de
fraccionamiento para cada proteasa, y la curva de respuesta a la dosis fue
generada con un ajuste a la curva, asumiendo que la parte superior y la inferior
de la actividad de los datos son fijos entre 1 y 0, respectivamente. El programa
fue utilizado para determinar la inhibictn de TFPI, tanto en los valores de ICsg
(pIC s50), y del valor absoluto de ICsq (La inhibictn del TFPI en el nardmetro) para
cada proteasa, y su promedio y la derivacin eséndar fueron determinados.

El nivel de inhibictn de TFPI en cada una de las variantes de FVlla en
complejo con el sTF fue determinado y expresado como ICsg 0 PICs (tabla 13).
El grado al cual TFPI inhibbla actividad de no modificactn del FVlla (CB553-02)
en complejo con el sTF tambén fue determinado, y se encontb el ICso como 88
narometro. Nueve de las variantes de FVlla que fueron generadas mostraron
una disminucitn en su potencia de interaccin con TFPI, sedgn lo reflejado en los
valores crecientes de IC50.

Tabla 13. Inhibicion de las variantes de FVIlapor TFP

Mutacion Mutacion

ID (Numeracion de | (Numeracion de | ICso (NM)
. .. p|C50

FVII maduro) guimotripsina)
CB553-02 | ninguno ninguno 88 7.1
CB554 D196K D60K 45 7.4
CB555 D196R D60R 37 7.4
CB556 D196A D60A 5 8.3
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CB557 | K197D K60aD 220 6.7

CB558 | K197E K60aE 310 6.5

CB559 | K197A K60aA 53 7.3

CB560 | K197L K60aL 1100 5.9

CB561 | K197Y K60aY 110 7.0

CB562 | K199D K60cD 63 7.2

CB563 | K199E K60CE 33 7.5

CB564 | K199A K60CA 68 7.2

CB565 | T239A T99A 320 6.5

CB566 | R290D R147D 240 6.6

CB567 | R290E R147E 440 6.4

CB568 | R290A R147A 200 6.7

CB569 | K341R K192R 300 6.5

CB579 | D196R/R290E D60R/R147E 28 7.6

CB580 | D196K/R290E D60K/R147E 52 7.3

CB581 | D196R/R290D D60R/R147D 32 7.5
D196R/  K197E/ | D6OR/K60AE/

CBS86 | \190E K60CE 13 79
D196K/  K197E/ | D60K/K60aE/

CBS87 | 190E K60CE 20 1
D196R/  K197E/ | D6OR/K60AE/

CBS88 | 190E/R290E K6OCE/R1A7TE | 28 7.6
DI196R/ _ K197M/ | DBOR/K60aM/

CBS8Y | look ooy 44 7.4
D196R/  K197M/ | DBOR/K60aM/

CBS90 | k109E/R290E K60CE/R147E | ©° &
L305V/S314E/ L163V/S170bE/

CBS9L | [337A/F374Y Ki8sA/F225Y | %3 74

CB592 | M298Q M156Q 35 7.5
VI58D/E296V/ | V21DIE154V/

CBS93 | \oio V1560 41 7.4
VI58D/E296V/ | V21D/E154V/

CBS94 | \12080/K337A M156Q/K188A | 22 7

Ejemplo 8

Evaluacion en vivo de la actividad coagulante de FV
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Para realizar el ensayo se tomo un ratn con hemofilia A, el cual fue
establecido para evaluar la actividad coagulante de los poligptidos de FVlla. La
hemofilia A fue inducida en ratones CD-I por medio de la administracitn de los
anticuerpos del anti-FVIIl, seguida por la extracctn quitrgica de las puntas de
sus colas para iniciar la hemorragia. Los ratones entonces fueron tratados con
el polipyptido de FVlla, y el tiempo necesario para que estos dejaran de sangrar
y la cantidad de sangre perdida durante este tiempo, fue medida para
determinar la actividad coagulante de los poligptidos de FVlla.

Los ratones machos CD-l fueron anestesiados via intraperitoneal con
sodio thiobarbital en 100 mg/kg, y con cetamina en 100 mg/kg. La lidocaina fue
administrada por inyeccin subcutnea en el cuello ventral para reducir la
sensibilidad. La téguea y la arteria cadtida fueron canuladas a tra¥s de una
pequéia incistn en la piel del cuello para facilitar libremente la respiracin y la
administractn de los anticuerpos del anti-factor VIII, con el factor humano
recombinante Vlla (rhFVl1la) y/o de los poliggptidos modificados de FVII.

Los ratones fueron canulados con anticuerpos de oveja-anti-humano-
FVIII en dosis de 3.76 mg (afinidad Biolyica, lote IG129R4, 612 rath BU/ml) en
40L. Esta dosis fue determinada conduciendo un experimento de la respuesta
de la dosis inicial con el anticuerpo, usando 0.376, 0.94, 1.88 y 3.76 mg del
contra-humano-FVIII, y de evaluar el tiempo de la prdida de sangre y de la
cantidad de la hemorragia. Después de 20 minutos, las colas de los ratones eran
colocadas en los tubos de 15mL que contenian 39C de Solucin salina taponada

fosfato (PBS) por un periodo de 10 minutos. A los 30 minutos, las colas fueron
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extraidas Bpidamente de la soluctn de PBS y losutimos 5 miimetros de las colas
fueron cortados para iniciar la hemorragia. El tiempo en el cual la hemorragia
comend fue sdilado. Las colas fueron entonces devueltas al tubo que contenia
los 39PC de PBS y se les permitd sangrar por 5 minutos (PRE-sangrado) para
asegurar que los ratones hubieran respondido al contra del anticuerpo de FVIII.
Despuss del PRE sangrado, a los ratones se les administro poligptidos de FVlla
o el vehiculo en los cuales las proteinas de FVlla fueron preparadas y
suministradas. Los poliggptidos de FVlla fueron diluidos en PBS o0 en un Tampmn
compuesto de cloruro gdico de 52 milimetros, 10.2 milimetros de cloruro &cico
deshidratado, 9.84 milimetros de glicilglicina, 0.01% de polisorbato 80 y 165
miimetros de manitol. Las preparaciones de FVlla fueron administradas en 1, 3
0 10 mg/kg, en un volumen equivalente a 3 mL/kg, Via la &nula en la cadtida y
las colas fueron colocadas en tubos nuevos que contenian 39C de PBS. La
hemorragia fue monitoreada por un periodo de 20 minutos y los tiempos en los
cuales la hemorragia se detenia eran anotados. El tiempo total de la hemorragia
fue calculado como la suma de la duractn de la hemorragia durante el PRE
sangrado, y la duracin del sangrado después de la administractn de los
polipgptidos de FVlla, o PBS o el Tampn.

Para determinar la cantidad de sangre perdida durante los episodios de
la hemorragia, se analizo el contenido de hemoglobina en los tubos de 15mL.
El Triton X-100 fue diluido en proporctn 1 en 4 en agua esterilizada y 100 pL
fueron diadidos a 1mL de las muestras para causar hendlisis. La absorcin de las

muestras entonces fue medida en una longitud de onda de 546 nardmetros.
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Para calcular la cantidad de sangre perdida, la absorcin fue leida vs. a una
curva estindar generada midiendo la absorctn en 546 nanometros de volmenes
conocidos de sangre mrino, diluidos en PBS y emulsionada como se hizo en la
parte superior con Triton X 100.

Un experimento fue llevado a cabo para comparaba el rhFVila (CB533)
generado como se describe anteriormente con el FVIla humano recombinante
disponible en el comercio (NovoSever®, Novo Nordisk) y la grdida de sangre fue
evaluada con la continua administracin de una dosis de 3 mg/kg de cada
proteina. La pdida de sangre en el grupo del vehiculo (Tampn, n = 15) fue 671.9
+ - 57.89 l en un periodo de 20 minutos. Esto fue reducida por el rhFVlila
producido por Catalyst Biosciences a 264.1 + - 56.59 y por NovoSeven (R) a
273.7 + - 53.93l (n = 14). Este experimento demostp equivalencia entre las dos
proteinas.

Ejemplo 9
Andlisis Farmacocinético de los polipéptidos de FV lla

Las propiedades farmacociréticas de los poligptidos de FVila fueron
evaluadas por la medicitn de la cantidad del factor humano Vlla en el plasma
del ratn. Dos ensayos fueron usados para cuantificar el FVlla en el plasma. Un
ELISA fue utilizado para cuantificar la proteina total del FVIla en el plasma y un
ensayo de coagulacin FVlla-dependiente (FVII: C) fue empleado para
cuantificar la actividad del coagulante de los poligptidos de FVlla en el plasma.

A. Administracion de los polipéptidos de FVllaalo  sratones
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Los poligptidos de FVlila modificados y la proteina sin modificar del
recombinante FVlla humano (rhFVlla) (NovoSever®, Novo Nordisk) fue
evaluada en estudios farmacociréticos. Para cada estudio, 18 ratones machos
CD-l fueron inyectados con una dosis bolo intravenosa (0.1-3.0 mg/kg,
dependiendo del estudio) del rFVlla. En 5, 15, 30, 60, 120, y 240 minutos
desptés de la inyeccin, tres ratones de cada protocolo de inyeccin se les hizo la
eutanasia por medio de asfixia con CO2 y aproximadamente 1.0 ml de sangre
fueron vertidos en una jeringa de 1.0 ml por medio de una puncin cardiaca
percutinea. Cada jeringa fue cargada con suficiente citrato de sodio para lograr
una concentracin final de 3.2% en 1 mL de sangre. Las muestras de sangre
fueron entonces centrifugadas en 9000 rpm por 8 minutos en £C. El plasma fue
trasladado a tubos de 1.5 ml para ser marcados individualmente (Eppendorf),
congelados instantneamente en nitgeno liquido y almacenado en -8C°C. Adends,
un ratn por cada experimento fue inyectado con el vehiculo solo (el ficticio) y el
plasma de este ratn fue utilizado para el historial de la determinacin de la
actividad de FVlla.

B. Ensayo ELISA

Un estuche disponible en el comercio, IMUBING® del factor VII ELISA
(American Diagnostica) fue utilizado para detectar la proteina de FVII en el
suero de ELISA. Este estuche emplea una placa precubierta con un anticuerpo
de anti-FVII/FVlla para capturar la proteina, y un anticuerpo biotinilado de anti-
FVII para la deteccin a tra\és de una esteptavidina marcada como peroxidasa de

gbano picante. El estuche era utilizado segh la direccin de los fabricantes con
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las siguientes excepciones: primero, la curva estndar ha sido reducida para
asegurar un rango lineal sobre el intervalo total de concentracitny se extiende a
las concentraciones de 0.88 ng/ml a 10 ng/ml; en segundo lugar, la variante
FVlla purificada en simisma fue utilizada para la curva paton en vez de La FVII
esténdar proporcionadas con el estuche debido a las diferencias en la afinidad
de los anticuerpo. Experimentos indicaron que el complejo de FVlla con anti-
trombina Il (ATIII), un inhibidor potencial del plasma de FVlla, se detecto al
75% del nivel de la proteasa libre, asegurando que el envase del ensayo
detecta el total de FVlla en la muestra de plasma tanto en forma activa como
inactiva.

Brevemente, las muestras de plasma fueron descongeladas a
temperatura ambiente y diluidas 10 dobleces en Tampn de muestra (PBS +
0.1% Triton X-100 + 1.0% BSA) luego diluidas en serie por 5.5 dobleces para
cuatro diluciones. Las cuatro muestras diluidas fueron diluidas 2 dobleces
sobre la placa de ELISA para las diluciones finales de la muestra de 20, 110,
605 y 3327.5 dobleces. Estas cuatro diluciones del plasma de ratn cubrieron un
intervalo de concentraciones de la proteasa desde 33.000 ng/ml a 20 ng/ml.
Cada muestra fue medida en dos placas independientes de ensayos, y esas
mediciones dentro del intervalo de la curva patin fueron utilizadas para calcular
la concentracin de la variante de FVlla en la muestra de plasma.

C. Ensayo de coagulacion
Un estuche disponible en el comercio (STACLOT FVlla-rTF, Diagnostica

Stago, Parsippany, NJ) fue utilizado como el ensayo de coagulacin. Para
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determinar la actividad coagulante de los poligptidos activos de FVlla, las
muestras de plasma fueron ensayadas con un ensayo de coagulacin de FVlla-
dependiente (FVII: C). El ensayo fue realizado usando las reaccionantes y las
instrucciones proporcionadas en un estuche comercial y el tiempo de
coagulactn fue medido usando un instrumento electromed@nico para la deteccin
del cdgulo (STArt4, Diagnostica Stago, Parsippany, NJ). El estuche fue
utilizado segn la direcctn de los fabricantes con las siguientes excepciones:
primero, la variante purificada de FVlla en si misma fue utilizada para la curva
patén en vez que la estndar de rhFVila proporcionadas con el estuche; en
segundo lugar, el volumen de los reaccionantes comerciales resultantes fueron
utilizados para estudios rutinarios de proyecctn de farmacociréticos y dieron
resultados comparables a las reaccionantes del estuche: factor de tejido
soluble (CalBioChem, La Jolla, Ca) y una mezcla sinttica del fosfolipido (lipidos
polares de Avanti, alabastro, ALUMINIO), Tampn de TBSA (Tris-NaCl, pH 7.5
con el 1% BSA; DiaPharma, West Chester, Ohio), y soluctn de cloruro dcico de
25uM (Diagnostica Stago, Parsippany, NJ).

El ensayo de coagulacitn fue realizada de la siguiente manera. Las
muestras de plasma congeladas fueron descongeladas a temperatura ambiente
por aproximadamente 45 minutos y luego diluidas en 1:5000 en Tampn.
CincuentaplL del plasma diluido se combino con 50LL plasma humano Factor VII-
deficiente y 50 L de factor tisular re-lipidados y preincubados por 180
segundos. La siguientes preincubacin, 50l de solucin de cloruro @cico (25uM)

fue dadida para iniciar coagulactn. El tiempo de coagulacitn fue determinado
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usando un detector electromednico de cagulos. Cada muestra de plasma fue
ensayada dos veces. El sistema fue calibrado construyendo una curva esténdar
usando el tiempo de coagulacitn de varias diluciones contenidas en el Tampn
que tenian una cantidad conocida de la variante espedfica del FVIla ensayado.
Las concentraciones de FVlla en las muestras de plasma de ratn fueron
calculadas de la porcin lineal del registro FVlla contra la curva eséndar de los
registros de tiempo de coagulactn. La capacidad de las muestras de plasma
para inducir la coagulactn en el factor VII- plasma deficiente fue informada
como ng FVlla/MI del plasma de ratn seguido por el historial de la sustracctn de
tipo endigeno silvestre FVlla en plasma de ratones ficticios tratados.

La vida media de cada proteina de FVII fue determinado rutinariamente
haciendo un ajuste convencional del registro natural de su actividad a una linea
recta, y midiendo el tiempo empleado en la actividad de ser reducidas a la
mitad las proteinas de FVlla. Para las proteinas de FVII con multi-disminucin del
exponencial, La vida media fue determinado de la porcin final del registro del
plasma VS el tiempo del perfil. Los paémetros farmacociréticos adicionales
fueron calculados usando el programa de computador disponible en el
comercio (WinNonLin v5.1, Pharsight Corporation, Mountain View, CA).

D. Propiedades farmacocinéticas de CB728, CB735y C B945

Usando el protocolo anterior, las propiedades farmacociréticas de tipo

salvaje FVlla y dos variantes de FVila: CB728, CB735 y CB945 fueron

evaluados. Los resultados se establecen en la tabla 14. CB735 y CB945
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mostraron avances en los paémetros farmacociréticos comparados con el tipo
salvaje FVlla.

Tabla 14. Parametros farmacocinéticos del ratén de las variantes de FVlla

Vida
Mutacién v AUC o-NE | medi
CB# (Numeraci6é | Dosis | Plasma a (Cn|1L/min/k E/n(jL/k N
n de FVII | (mg/k | (ug.min/mL)/D (min ) )
maduro) 0) osis ) 9 9
5855 WT 0.1 606 35.1 |2.02 98.8 5
5855 WT 1.0 798 50.2 | 1.55 118 2
Gla
CBr2 Intercambio | 0.1 207 19.9 |4.85 140 2
8
FIX
573 | kaa1p 01 |2817 106 | 0.14 220 |1
ngA' g/IDlSGQ/K19 0.1 2430 78.1 |0.41 46.3 1
E. Propiedades farmacocinéticas de CB558

La vida media de un poliggptido modificado de FVIla que mosto creciente
resistencia a TFPI (CB-558; con una mutactn de K197E) fue medido y
comparado con el de una proteina humana recombinante sin modificar de FVlla
(rhFVlla) (NovoSever®, Novo Nordisk) en un estudio farmacociréico similar a
este descrito anteriormente, con algunas modificaciones. Quince ratones
machos CD-I fueron inyectados con una dosis bolo intravenosa 0.5mg/kg de
CB-558, y 15 ratones fueron inyectados con una dosis intravenosa del bolo
0.5mg/kg del rhFVlla. En 5, 15, 30, 60, 120, y 240 minutos despwés de la
inyeccin, tres ratones de cada protocolo de inyeccin se les hizo la eutanasia por
medio de asfixia con CO2 y aproximadamente 1.0 ml de sangre fueron vertidos

en una jeringa de 1.0 ml por medio de una puncin cardiaca percutnea. Cada
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jeringa fue cargada con suficiente citrato de sodio para lograr una concentracin
final de 3.2% en 1 mL de sangre. Las muestras de sangre fueron entonces
centrifugadas en 9000 rpm por 8 minutos en £C. El plasma fue trasladado a
tubos de 1.5 ml para ser marcados individualmente (Eppendorf), congelados
instanfineamente en nitgeno liquido y almacenado en -8C°C.

Para determinar la actividad coagulante y la vida media de los
polipdptidos activos de FVlla, las muestras de plasma fueron evaluadas en
Machaon Diagnostics, Inc. (Oakland, CA) usando un ensayo de coagulactn
FVlla-dependiente (FVII: C) y un instrumento automatizado hemostasis (AMAX
190plus, Trinidad Biotech). Brevemente, las muestras de plasma congeladas
fueron descongeladas en bdios de agua de 37C por 5 minutos y luego diluidas
1:40 en el Tampn de Veronal. Seisy del plasma diluido fueron dedidos a 54
Tampn de Veronal en una cubeta y mezclados con una perla de metal. Una
cantidad igual (60 () de factor de plasma humano Vll-deficiente (Precision
Biologic) fue diadida a la cubeta despues, que fue incubada a 37”C por 60
segundos mezclando constante.

Para iniciar la temporizacin de la reaccin, fue d@adido a la cubeta 120pL
de tromboplastina (proviene del cerebro del conejo, Tromboplastina-DS;
Hemostasis padfico) y sin parar de mezclar constantemente en todo el
proceso. La reaccin de coagulacin fue controlada fotoéptimamente en 405nm
para detectar la formacin de fibrina. El sistema fue calibrado analizando el
tiempo de coagulacitn de varias diluciones del plasma en referencia con los

niveles publicados de FVII (Precision Biologic), y después analizando el tiempo
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de coagulacin del plasma con control normal (Precision Biologic) y del plasma
con control anormal (Precision Biologic).

La capacidad de las muestras de plasma para inducir la coagulacin del
factor de plasma VlI-deficiente fue informada como un porcentaje del tiempo de
coagulactn observado en el plasma humano normal. La actividad coagulante
del plasma en ambos casos, FVlla (NovoSevem®+-tratada y de ratones CB-558-
tratada disminuyo con el tiempo. La vida media de cada proteina de FVII fue
determinado rutinariamente haciendo un ajuste convencional del registro
natural de su actividad a una linea recta, y midiendo el tiempo empleado en la
actividad de ser reducidas a la mitad las proteinas de FVlla. La vida media de
CB-558 se observo ser fue aproximadamente dos veces el de FVla
(NovoSever®); 156 minutos compararon con 67 minutos.

Ejemplo 10
Generacion de variantes adicionales de FVII

Una serie de mutaciones adicionales de FVII fueron generadas para
alterar una o és propiedades y/o actividades de FVII. Adenés de modificaciones
para incrementar la resistencia al TFPI, las modificaciones fueron disdadas
para aumentar la resistencia a AT-Ill, para incrementar la actividad cataltica,
extender las vidas medias, y/o acrecentar la afinidad y/o unitn a los fosfolipidos,
tales como ésos en plaquetas activadas. Las modificaciones incluyen el
reemplazo de amindxidos, la insercitny la supresin. Las variantes de FVII que
contienen dos o nmés modificaciones tambén fueron generadas. La tabla 23

establece las variantes de FVII que fueron generadas y expresadas en las

31¢



@&ulas 293-F Freestyle™. Los reemplazos del amindiido fueron incorporados en
los poligptidos de FVII usando los m&todos descritos en el ejemplo 2.B, en la
parte superior de este documento, con un oligonucletido apropiado.

La tabla 15 de la parte inferior establece las variantes adicionales de
FVII que fueron generadas. Las variantes Gla intercambio FVII fueron
generadas con los residuos de amingcidos Al a Y44 (por la enumeracin
madura de FVII) en los N-extremos de la proteina del tipo salvaje FVII fue
sustituida con los residuos de amingcidos correspondientes a Gla domain of
FIX, FX, la proteina C, la proteina S o trombina. La variante “Gla Intercambio
FIX” FVII (es decir. un polipggptido de FVII en el cual el endigeno Gla domain se
ha sustituido con el Gla domain de FIX) contiene los residuos de amincdcidos
A2 a Y45 con SEQ ID NO: de 110 a los N-&minos; la variante de “Gla
Intercambio FX” FVII contiene residuos de amindgcidos Al a Y44 con SEQ ID
NO: 111 a los N-éminos; la variante “Gla Intercambio de proteina C” FVII
contiene residuos de aminagxcidos Al a H44 con SEQ ID NO: 113 a los N-
&rminos, la variante de “Gla Intercambio de proteina S” FVII contiene residuos
de amindidos Al a Y44 con SEQ ID NO: 114 a los N-&minos y la variante de
“Gla Intercambio de trombina” FVII contiene residuos de amingidos Al a Y44
con SEQ ID NO: 115 a los N-&rminos.

Tabla 15. Variantes ejemplares del factor VI

ID Variante Variante Variante de
(Numeracion de FVII | (Numeracion de | polipéptidos
maduro) Quimiotripcina) Numeracion de

ID Secuencial

CB697 | R290N R147N 206

CB698 | R290Q R147Q 207
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CB699 | R290K R147K 208
CB700 | R290M R147M 209
CB701 | R290V R147V 210
CB733 | K341N K192N 211
CB734 | K341M K192M 212
CB735 | K341D K192D 213
CB853 | G237T238insA G97T98insA 214
CB854 | G237T238insS G97T98insS 215
CB855 | G237T238insV G97T98insV 216
CB856 | G237T238insAS G97T98insAS 217
CB857 | G237T238insSA G97T98insSA 218
CB858 | D196K197insK D60K60ainsK 219
CB859 | D196K197insR D60K60ainsR 220
CB860 | D196K197insY D60K60ainsY 221
CB861 | D196K197insW D60K60ainswW 222
CB862 | D196K197insA D60K60ainsA 223
CB863 | D196K197insM D60K60ainsM 224
CB864 | K1971198insE K60al60binsE 225
CB865 | K1971198insY K60al60binsY 226
CB866 | K1971198insA K60al60binsA 227
CB867 | K1971198insS K60al60binsS 228
CB637 | K1I97E/K341Q K60aE/K192Q 229
CB638 | K197L/K341Q K60alL/K192Q 230
CB670 | G237V/K341Q G97V/K192Q 231
CB688 | K197E/K199E K60aE/K60cE 232
CB689 | K197E/G237V K60aE/G97V 233
CB691 | K197E/K199E/K341Q K60aE/K60cE/K1920Q | 250
CB694 | K199E/K341Q K60cE/K192Q 234
CB671 | KI97E/G237V/K341Q K60aE/G97V/K192Q 235
CB669 | V158D/G237V/E296V/ | V21D/G97V/E154VIM 241
M2980Q 156Q
CB591 | L305V/S314E/ L163V/S170bE/K188A 147
L337A/F374Y [F225Y
CB592 | M298Q M156Q 148
CB593 | V158D/E296V/ V21D/E154V/M156Q 149
M2980Q
CB594 | V158D/E296V/ V21D/E154V/M156Q/ 150
M298Q/K337A K188A
CB690 | KI97E/G237VIM298Q | K60aE/G97V/M156Q | 242
CB692 | K197E/G237VIM298Q/ | K60aE/G97V/M156Q/ | 243
K341Q K1920Q
CB693 | K1I97E/K199E/G237V/ | K60aE/K60cE/GI7V/ | 244
M2980Q/K341Q M156Q/K192Q
CB695 | G237V/IM298Q G97VIM156Q 245
CB696 | G237V/IM298Q/K341Q | G97V/IM156Q/K192Q | 246
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CB902 | K197E/M298Q K60aE/M156Q 248
CB945 | M298Q/K341D M156Q/K192D 249
CB728 | Gla intercambio FIX Gla intercambio FIX 236
CB729 | Gla intercambio FX Gla intercambio FX 237
CB730 | Gla Intercambio Prot C | Gla Intercambio Prot
C 238
CB731 | Gla Intercambio Prot S | Gla Intercambio Prot 239
S
CB732 | Gla intercambio | Gla intercambio 240
Thrombin Thrombin
CB850 | M298Q/Gla M156Q/Gla 247
Intercambio FIX Intercambio FIX
Ejemplo 11

Andlisis de la actividad catalitica de las variante s de FVlla para el
sustrato, Factor X

La actividad catalitica de las variantes de FVlla para el sustrato, Factor X
(FX), fue evaluada indirectamente en dos tipos de ensayos cromognicos por
medio de pruebas de la actividad de FXa, generada sobre la activactn por
FVila, en el sustrato sinético Spectrafluor FXa. Los dos ensayos fueron
realizados tanto en la presencia o en la ausencia de factor de tejido lipidado,
para evaluar la actividad tanto de TF-dependiente como de TF-independiente.
Las variantes de FVII fueron expresadas, purificadas y activadas a FVlla como
se describe anteriormente en los ejemplos 2 y 3. Aunque casi todas las
variantes FVII fueron expresadas solamente en las @&ulas 293-F FreestyleTM,
algunas tambén fueron expresadas en las @ulas BHK-21.

Ensayo indirecto del factor de tejido lipidado

La actividad catalitica de las variantes de FVlla en presencia del factor de
tejido fue evaluado usando el ensayo descrito en el ejemplo 5, arriba, con

menores modificaciones. Una de estas modificaciones fue el uso de una
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proteasa de sustrato del factor X que habia sido tratada con ERG-CMK y FFR-
CMK para reducir la actividad del antecedente (Moleculares Onnovations). Dos
tipos de aréisis de datos fueron realizados usando dos ensayos independientes;
un ensayo de arélisis lineal de intervalos y un ensayo hipertdico de ardisis de
intervalos. El ensayo de ardisis lineal de intervalo utilizo un rango de
concentraciones del factor X entre 0 y 150 narémetro para asegurar una medicin
exacta de la constante cirética en el intervalo lineal de la curva de la dosis. En
cambio, el ensayo hiperlico del ardlisis de intervalo utilizo un rango de las
concentraciones del factor X entre 0 y 1.44 pM para asegurar una medicin
exacta de la constante cirética con una curva (hiperldica) de la dosis saturada.

El ensayo indirecto del factor de tejido lipidado con los datos del arélisis
del intervalo lineal fue realizado esencialmente como se describben el ejemplo
5, arriba, con las siguientes modificaciones. Las soluciones de la variante
FVlla/ TF fueron preparadas como unas soluciones de 0.1 nardmetro FVlla/ 0.4
narometro TF y incubadas por 30 minutos antes de ser diluidas doblemente en
0.4 nardmetros TF hacia una solucin que contenga 1.5625 pM FVlla/0.4
narometro TF. Veinticincopl de la solucin de FVIIa/TF fueron mezclados con 25
L de una solucitn de sustrato que contenia 1.0 miimetros de Spectrofluor FXa
(American Diagnostica) y uno de 300 nardmetros, 200 milimetros, 133.3
narémetro, 88.9 nardmetro, 59.3, 39.5 nardmetros, 36.3 nardmetros o O nardmetros
del factor X (Molecular Innovations). Adi, las concentraciones finales para el
ensayo eran 0.8 pM de FVlla, 0.2 nargnetros de TF, 0.5 milimetros de

Spectrofluor FXa y 150 nardmetros, 100 milimetros, 66.7 nardmetros, 44.4
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narometros, 29.6 nargnetros, 19.8 nardmetros, 13.2 nardmetros o 0 nardmetros
del factor X (Molecular Innovations) en 5QL/poso. La curva pattn de AMC, que
sirvb como el factor de conversin para RFU pM en d@culos subsiguientes, fue
expandida para incluir un intervalo de dosis que cubriera desde OM al 100pM
AMC.

El ensayo indirecto del factor de tejido lipidado con los datos del ardisis
del intervalo hipertdico fue realizado esencialmente como descrito en el
ejemplo 5, arriba, con las siguientes modificaciones. Las soluciones de la
variante FVlla/ TF fueron preparadas como unas soluciones de 0.1 narémetro
FVlla/ 0.4 nardmetro TF y incubadas por 30 minutos antes de ser diluidas
doblemente en 0.4 nardmetros TF hacia una solucitn que contenga 1.5625 pM (
o 0.78 pM debido a expectativas de proteasas con alta actividad) FVIla/0.4
narémetro TF. VeinticincopL de la soluctn de FVIla/TF fueron mezclados con 25
L de una solucin de sustrato que contenia 1.0 miimetros de Spectrofluor FXa
(American Diagnostica) y uno de 1440 narometros, 720 milmetros, 360
narometros, 180 nardmetros, 90 nardémetros, 45 narometros, 22.5 nardmetros o 0
narometros del factor X (Molecular Innovations). Adi, las concentraciones finales
para el ensayo fueron 0.8 (0 0.39) pM FVlla, 0.2 nardmetros TF, 0.5 milimetros
Spectrofluor FXa y 7 nardmetros, 720 milimetros, 360 nardnetros, 180
narometros, 90 nardmetros, 45 nardmetros, 22.5 nardmetros, 11.25 narémetros o 0
narémetros del factor X (Molecular Innovations) en 50uL/p0oso. Los paémetros Kea
y el Ky, son calculado usando la ecuacin hiperlddica de Michaelis Menton de la

forma (Vmad/(1+ (Kn/ X))). La curva paton de AMC, que sirvb como el factor de
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conversin para RFUIM en dculos subsiguientes, fue expandida para incluir un
intervalo de dosis que cubriera desde OpM a 100uM AMC.

Para determinar los constantes de velocidad cirética para la activacin de
la variante de FVlla o de FVila de FX, los datos primos recogidos con la
aplicacin del programa para computadores de SoftMax (Molecular devices) fue
exportada como archivos .XML. Complementarios ardisis de datos lineales y no
lineales fueron realizados con XLfit4, un paquete del programa de
computadores para automatizar el ajuste de las curvas y los ardlisis estadisticos
dentro del entorno de las hojas de dculo de Microsoft (programa de
computador IDBS).

Para los datos recogidos usando el ensayo de intervalo lineal, las
constantes ciréica ke /Km (M sec™) son calculados directamente de la
pendiente del arélisis de regresin lineal de la concentracin de FX FRENTE la
velocidad de la escisih fluoro gnica del sustrato (enpM/ sec?) donde keat /Km =
pendiente/ [FVIla] x 0.5x k.. El factor de correccin k, fue determinado para ser
45 usando el procedimiento descrito en el ejemplo 5 y la constante cirética para
la escisin de FXa de Spectrofluor FXa del Keatrxa = 56 sec-1 y Kmexa = 126
narometro, determinados experimentalmente con FX activado (FXa) que era
previamente un sitio activo calibrado con AT-lll/ heparin. Excluyendo datos
puntuales que resultaron en los valores menores a 0.98 de R? asegurado la
linealidad de los conjuntos de datos utilizados en la rutina del ajuste.

El arélisis de los datos recogidos usando el ensayo hipertdico de

intervalos fueron calculados de un ardisis de regrestin no lineal de la
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concentracin de FX frente la velocidad de la escisin fluoro génica del sustrato (en
W4 secz). Los paametros individuales del ke y el K son calculados como
paametros de ajuste usando la ecuacin hiperlica de Michaelis Menton de la
forma (Vmax (1 + (Ky/ X))) donde Keat = Vimax / [FVIIa] x 0.5 x k. La constante
cirética, kcat / Km fue calculada de los paametros enposodos individualmente de
kcat y de Km.

Ensayo indirecto del factor-independiente del tejid o]

La actividad catalitica de las variantes de FVlla en presencia del factor de
tejido fue evaluada en un ensayo indirecto similar a el descrito anteriormente,
salvo que el factor de tejido no fue incluido en el ensayo anterior. Adi, el ensayo
para evaluar la actividad TF-independiente fue realizado esencialmente como
se describe anteriormente, con las siguientes modificaciones. Las soluciones
de la variante de FVlla fueron diluidas a 50 narémetros. VeinticincoplL de cada
solucitn de FVlla fueron mezclados con 25|L de una soluctn de sustrato que
contuvo 1.0 miimetros Spectrofluor FXa (American Diagnostica) y uno de 1050
nardmetros, 700 milmetros, 466.7 nargmetros, 311.1 nardmetros, 207.4
nardmetros, 138.3 nardmetros, 92.2 nardmetros o O nardmetros del factor X
(Molecular Innovations). Adi, las concentraciones finales para el ensayo eran 25
narometro FVlla, 0.5 milimetros Spectrofluor FXa y 525 milimetros, 350
narémetros, 233.3 nardmetros, 155.6 nardmetros, 103.7 nardmetros, 69.1
narometros, 46.1 nardmetros o 0 nardmetros del factor X (Molecular Innovations)
en 50pL/ poso. Los ardisis de los datos fueron realizados como se describbpara

el ensayo del intervalo lineal, en la parte superior y sin modificaciones.
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Las Tablas 16-18 proporcionan los resultados de los ensayos que fueron
realizados para medir la actividad catalitica de las variantes de FVlla. La tabla
15 y 16 proporciona la actividad catalitica como fue medida en un ensayo
indirecto TF-dependiente usando los poliggtidos de FVlla expresados como las
@ulas 293-F y de las @ulas BHK-21, respectivamente, y la Tabla 17
proporciona la actividad catalitica como fue medida en un ensayo indirecto TF-
independiente usando los poligdptidos de FVlila expresados desde las @ulas
293-F y/o las @ulas BHK-21. Los resultados son presentados como la
constante ciréica para la actividad cataltica, keai / Km (M seg™), y tambin
expresado como porcentaje de la actividad del salvaje-tipo FVlla, en donde la
actividad es actividad catalitica, keat / Km (M seg™) de cada variante de FVlla
para su sustrato, FX. El uso del ardlisis de datos de intervalos lineal o hiperhdico
tambén es indicado para los valores presentados en las tablas. No todas las
variantes de FVlla fueron ensayadas en cada ensayo. Algunas de las variantes
de FVII ensayadas en el ejemplo 5, en la parte anterior, muestra levemente
reducctn o aumento de la actividad cataltica para FX en este conjunto de
ensayos comparado con el ensayo descrito en el ejemplo 5. La diferencia en
las actividades de estos, vista en el Ejemplo 5 pueden ser debido a los
antecedentes de actividades variadas de los residuos de FXa en el sustrato de
FX obtenido de American Diagnostica. Las distintas variantes de FVlla
mostraron una actividad catalitica creciente comparada con la mokuwla de FVlla
de tipo salvaje. Por ejemplo, CB760, que contiene la mutacin de Q366V, tiene

una actividad catalitica entre de 1.5y 5 veces que la de FVlla de tipo salvaje.
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Tabla 16. Actividad catalitica de las variantes de

de TF-Dependiente con los polipéptidos de FVlla de

FVlla: Ensayo indirecto

las células 293-F

. Mutacién
Mutacion .,
L (Numeracion Formato
ID (Numeracion Quimotripsi Kear/Ky KearlK | o ensayo
de FVII na) M1s™ (% WT)
maduro)
CB553 | WT WT 3.42x10’ 100 Lineal
CB554 | D196K D60K 1.10x10’ 23 hipertdica
CB555 | D196R D60R 2.25x10" | 46 hipertica
CB556 | D196A D60A 2.58x10" | 53 hipertica
CB557 | K197D K60aD 3.05x10" |63 hipertica
CB558 | K197E K60aE 1.54x107 |32 hipertica
CB559 | K197A K60aA 3.67x107 | 75 hiperkdlica
CB560 | K197L K60aL 1.51x10’ 31 hipertdlica
CB561 | K197Y K60aY 5.16x10° | 106 hipertiica
CB562 | K199D K60cD 4.62x10° | 95 hipertica
CB563 | K199E K60CE 3.63x10° |74 hipertica
CB564 | K199A KBOCA 556x10° | 114 hipertica
CB565 | T239A T99A 1.66x10° | 34 hipertica
CB566 | R290D R147D 5.80x10° 12 hipertdica
CB567 | R290E R147E 6.18x10° | 13 hipertica
CB568 | R290A RI47A 8.25x10° | 17 hipertica
CB569 | K341R K192R 3.95x10° |81 hipertica
CB579 | D196R/R290E | D6OR/R147E | 2.31x10° |5 hipertica
CB580 | D196K/R290E | D6OK/RI47E | 7.81x10° | 0 hipertica
CB581 | D196R/R290D | D6OR/R147D | 2.91x10° | 6 hiperldlica
CB586 Eiggg’ K197E/ Efgggé“oa 7.97x10° | 16 hipertdica
CB587 Eigg;’ K197E/ Efgggémoa 7.22x10° |15 hipertdica
KB60CE/K60a
D196R/ K197E/ 5 -
CB588 | 1 90r/R200E EI/EDGOR/RM 3.66x10 1 hipertgiica
CB589 Eiggg’ K197M/ 5?8%%{560& 1.81x10° |37 hipertdica
K60CE/K60a
CB590 Eigggég%@’” M/D6OR/R14 |2.88x10° |1 hipe 1 ineal
7E
L163V/S170b
CB591 'éggi\//ég’;’ﬁa" E/K188A/F22 | 6.73x107 | 138 hiperlica
5Y
CB592 | M298Q M156Q 1.40x10° | 409 Lineal
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V158D/E296V/ | V21D/E154V/ 8 .

CB593 M298Q M156Q 1.67%x10 487 Lineal
V21D/E154V/

V158D/E296V/ 8 o
CB594 M156Q/K188 | 5.18x10 1061 hiperlolica

M298Q/K337A |
CB595 | K197I K60al 5.31x10’ 109 hiperkdlica
CB596 | K197V K60aV 5.15x10’ 106 hiperhdlica
CB597 | K197F K60aF 7.20x10’ 148 hiperldica
CB598 | K197W K60aw 6.25x10’ 128 hipertdica
CB599 | K197M K60aM 7.83x10’ 160 hipertdica
CB600 | D196F D60F 2.35x10’ 48 hipertdica
CB601 | D196Y D60Y 6.93x10’ 142 hipertdica
CB602 | D196W D60W 3.40x10’ 70 hiperkdlica
CB603 | D196L D60L 8.57x10’ 176 hipertdica
CB604 | D196l D60 7.99x10’ 164 hipertdica
CB605 | G237W G97TW 8.63x10’ 177 hipertdica
CB606 | G237T GI7T 3.13x10’ 64 hipertdlica
CB608 | G237V GI7V 8.91x10’ 183 hipertglica
CB609 | K341Q K192Q 1.56x10’ 32 hiperkdlica
CB611 | K197L/D196L | K60aL/D60L | 4.39x10’ 90 hipertdlica
CB612 | K197L/D196F K60aL/D60F | 3.79x10° 8 hiperhdlica
CB613 | K197L/D196M K60aL/D60M | 1.86x10’ 38 hiperhdlica
CB614 | K197L/D196W | K60aL/D60W | 9.81x10° 20 hipertglica
CB615 | K197E/D196F | K60aE/D6OF | 1.87x10’ 38 hipertglica
CB616 | K197E/D196W | K60aE/D60W | 3.50x 10’ 72 hipertdlica
CB617 | K197E/D196V | K60aE/D60V | 6.50x10° 13 hipertdlica
CB637 | K197E/K341Q g60aE/K192 7.22x10° |15 hiperhsica
CB638 | K197L/K341Q g6oaL/K192 6.66x10° |14 hiperhsica

V21D/E154V/

V158D/G237V/ 7 .
CB669 E206V/M2980 \l\;I156Q/G97 6.70x10 196 Lineal
CB670 | G237V/K341Q | K192Q/G97V | 1.57x10’ 32 hipertdlica

K197V/G237V/ | K60aE/K192 6 .
CB671 K341Q QIGOTV 7.05%x10 21 Lineal
CB688 | K197E/K199E Eﬁan/KGOC 9.85x10° | 20 hiperlgiica
CB689 | K197E/G237V | K60aE/G97V | 1.32x10’ 27 hipertdlica

K197E/G237V/ | K60aE/G97V 7 .
CB690 M2980 IM1560 3.19x10 93 Lineal

K197E/K199E/K | K60aE/K60c 6 o
CB691 341Q E/K192Q 3.89x10 8 hiperllica

K197E/G237V/ | K60aE/G97V 6 .
CB692 M298Q/K341Q | /M156Q/K19 6.42x10 13 hiperldlica
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2Q
K197E/K199E/ | K60aE/K60c
CB693 | G237V/IM298Q/ | E/G97V/IM15 | 3.49x10° 7 hipertdlica
K341Q 6Q/K192Q
CB694 | K199E/K341Q SGOCE/Klgz 7.64x10° | 16 hiperhsica
CB695 | G237V/M298Q 897\”'\"156 430x10° | 125 Lineal
CB696 E;ﬂg’“"zg@l gm’g’g’g% 4.25x10° | 124 Lineal
CB697 | R290N R147N 1.36x10’ 28 hipertdica
CB698 | R290Q R147Q 8.59x10° 18 hipertdlica
CB699 | R290K R147K 1.52x10’ 31 hipertdica
CB700 | R290M R147M 1.23x10’ 25 hipertdica
CB701 | R290V R147V 2.66x10° 5 hipertdica
Gla intercambio _Gla . 7 )
CB728 EIX intercambio 3.83x10 112 Lineal
FIX
Gla intercambio _Gla . 6 ) L
CB729 EX intercambio 9.46x10 19 hiperldlica
FX
Gla Intercambio Gla . 6 . -
CB730 Protein C Intercambio 3.19x10 7 hiperldlica
Prot C
Gla intercambio _Gla . 7 . -
CB732 Thrombin mtercamblo 1.04x10 21 hiperldlica
Thrombin
M156Q/Gla
CB850 M298Q/Gl_a intercgmbio 7.51x10’ 219 Lineal
Intercambio FIX FIX
CB733 | K341N K192N 2.35x10’ 69 Lineal
CB734 | K341M K192M 8.35x10° 17 hipertglica
CB735 | K341D K192D 1.44x10’ 42 Lineal
CB854 | G237T238insS | G97T98insS | 1.32x10’ 38 Lineal
CB855 | G237T238insV | G97T98insV | 1.23x10’ 36 Lineal
CB856 5237T238msA SQ7T98lnsA 1.12%107 33 Lineal
CB858 | D196K197insK EGOKGO‘"’"“S 3.03x10" |88 Lineal
CB859 | D196K197insR 360*(60&'”5 481x10" | 140 Lineal
CB860 | D196K197insY 560K60a'”5 3.03x10" | 115 Lineal
CB866 | K1971198insA ?603'6%'”5 411x10° | 120 Lineal
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CB902

K197E/M298Q

K60aE/M156

9.68x 10’

283

Lineal

Tabla 17. Actividad catalitica de las variantes de

TF-Dependiente con los polipéptidos de FVlla de las

FVlla: Ensayo indirecto

células BHK-21

Mutacién kealKm | Formato
Mutacién KealKm
ID (numeracion de FVII (% de
(numeracion de Quimotripsina ) | (M™'s™)
maduro ) WT) Ensayo

CB55¢ WT WT 5.42 x 1(’ 10C Lineal
CB592 M298Q M156Q 9.34x10 172 Lineal
CB593 | V158D/E296V/M298Q VV21D/E154V/IM156Q 2.0410 376 Lineal
CB728 Gla swap FIX Gla swap FIX 8.70 X'10 160 Lineal
CB73t K341D K192D 1.02 x 1 19 Lineal
CB853 G237T238insA G97T98insA 1.60 x1p 30 Lineal
CB854 G237T238insS G97T98insS 1.67 %10 31 Lineal
CB855 G237T238insV G97T98insV 1.66 x’1p 31 Lineal
CB85¢ G237T238insA! G97T98insA¢ 1.68 x 1(° 31 Lineal
CB857 G237T238insSA G97T98insSA 1.83¥10 34 Lineal
CB858 D196K197insK D60K60ainsK 3.55x1D 65 Lineal
CB859 D196K197insR D60K60ainsR 7.24%X10 133 Lineal
CB86- D196K197ins/ D60K60ains/ 431 % 1( 79 Lineal
CB863 D196K197insM D60K60ainsM 3.61x10 67 Lineal
CB864 K1971198insE K60al60binsE 2.80 10 52 Lineal
CB865 K1971198insY K60al60binsY 427 x10 79 Lineal
CB867i K1971198ins: K60al60bins: 6.35 x 1( 117 lineal
CB945 M298Q/K341D M156Q/K192D 1.04 x10 19
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Tabla 18. Actividad catalitica de las variantes de

indirecto TF-Independiente

FVlla: Ensayo

llI/heparina

Mutacion Mutacion Células 293 -F Células BHK -21
D (numeracion FVII (numeracion de Kt/ K Kear Kng Keat Koy KeadKnt
maduro) Quimotripsina) (M'ls") (% W':l'} (I\rl"s'i} (% WT)
CB553 WT WT 22.60 100 1.58 100
CB3592 M2980Q M1560Q 485.5 2029 3025 1968 |
CB593 V”SD"E;SW"MZQ V2ID/EIS4V/MIS6Q | 5493.68 | 24313 | 3217.77 | 20423
V158D/G23TV/E29 | V2ID/E154V/M156Q) o
CB669 6V/M298Q aeTV 21453 9494
KI197E/G237V/IM20 | K60aE/GOTV/M156Q/
CB692 8Q/K3410Q K192Q : 4
CB695 G237V/M298Q GOTV/M156Q 2435 108
CB728 Gla swap FIX Gla swap FIX 110 486 24 154
CBS50 Mmc’;gi“ SWap | M156Q/Glaswap FIX | 154 68
CB902 K197E/M298Q K60aE/M156Q 8.55 38 ]
Ejemplo 12
Determinacién de la inhibicion de FVIla/TF o de FVI  la por AT-

La potencia de la interaccin entre el complejo de AT-IlI/heparina y FVila

en la presencia o la ausencia del factor de tejido soluble (sTF), es decir. TF-

dependiente o TF- independiente, fue evaluado midiendo el nivel de inhibictn de

diferentes concentraciones de AT-IIl en la actividad cataltica de FVIla/sTF hacia

un sustrato, Mesil-FPR-ACC. El valor Ky 5 fue determinado para cada variante

de FVlla probada, que corresponde a la concentractn molar de AT-IIl que fue

requerido para la inhibicitn del 50% (ICsp) de la variante de FVlla en un ensayo

de 30 minutos a temperatura ambiente (~25).

Dos ensayos fueron preparados por separado, uno con TF y uno sin TF.

Una solucin de 22M de AT-llI/heparina (5 mM finales de heparina) fue preparada
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mezclando 26.4 L de 151.7 pM AT-lll (el plasma purifi®@ AT-lIIl humano;
Innovaciones moleculares) con 50 gL de 0.2 mM de heparina de LMW
(CalBiochem), 400 L de 5" tagn de ensayo (100 mM de Hepes, 750 mM de
NaCl, 25 mM de CaCl? 0.05% BSA, 0.5% PEG 8000, pH 7.4) y 1.523 mL del
agua de calidad reactiva. Esta soluctn estaba para ser usada en su n&s alta
concentracin alta en el ensayo dependiente del TF-. Una solucin que contenia 4
M AT-lll/heparina (5 mM finales de heparina) fue preparada para el uso en el
ensayo del TF-independiente, mezclando 52.8 yL de 151.7 uM AT-llI
(innovaciones moleculares) con 50 L de 0.2 mM de heparina de LMW
(CalBiochem), 400 L 5* tagn de ensayo y 1.497 mL agua de calidad reactiva.
Las soluciones de AT-lll/heparina fueron incubadas de 5 a 10 minutos a
temperatura ambiente y despiés diluidas dos veces en una placa profunda 96
de de polipropileno, con un volumen final de 1 mL que contenia la heparina de 5
KUV, dando por resultado diluciones de 2000, 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.25 y
0 nM, 6 de 4000, 2000, 1000, 500, 250, 125, 62.5 y 0 nM. Las variantes de
FVlla y el tipo-salvaje de FVlla fueron diluidos a 250 nM 1" en un tapn de
ensayo de (20 mM de Hepes, 150 mM de NaCl, 5 mM de CaCl,, 0.01% BSA,
0.1% PEG 8000, pH 7.4). Para el ensayo de TF-dependiente, complejos de 5
nM de FVIla/50 nM de sTF eran formados al mezclar 20uL de FVlla con 10pL de
5uM de sTF (Sistemas R&D de Factor Il de Coagulactin Humana: #2339-PA),
200pL 5° en tapn de ensayo y 7701L de agua de calidad reactiva e incubando
las soluciones de 10 a 15 minutos a temperatura ambiente. Para el ensayo TF-

independiente, 100 WL de FVila fueron mezclados con 200 L 5° en tamn de
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ensayo y 700pL de agua de calidad reactiva para producir soluciones de 25 nM
de FVlla. Para comenzar el ensayo, 25 L de FVIla/TF o o soluciones de
FVlla fueron mezcladas por separado con 25 L de cada dilucin de AT-
[ll/heparina en pozos de placa 96 de ensayo de mediadea negra (Nunc). Las
condiciones de ensayo finales para el ensayo TF-dependiente eran 2.5 nM de
sTF de FVIla/25 nM y de concentraciones de AT-lll/heparina en rangos desde
1000 nM a 0 nM. Para el ensayo TF-independiente, las concentraciones de
FVila eran de 12.5 nM de FVlla y las concentraciones de AT-llIl/heparina se
extendieron en rangos desde 2000 nM a 0 nM. Las placas fueron incubadas
por 30 minutos con agitactn a temperatura ambiente (25C).

Una soluctn de reserva del sustrato de FVila (Mesil-FPR-ACC) fue
preparada disolviendo el sustrato en DMSO a 20 mM, después preparando una
soluciin de trabajo de 0.5 mM 1* en tapn de ensayo. Seguida por la incubacin
de la placa de ensayo de arriba, 50pL del sustrato de FVlla fue didida a cada
pozo de placas de ensayo. Las reacciones fueron mezcladas y la actividad
residual de FVlla fue evaluada siguiendo las velocidades iniciales de divisin del
sustrato por 15 minutos bajo un lector fluorescente graduado a 30C.

Para determinar el nivel de inhibictn por AT-lll/heparina para las
variantes de FVlla o de FVlla, los datos primos recogidos con la aplicacitn
SoftMax Pro (dispositivos moleculares) fueron exportados como archivos .XML.
Otros ardisis no lineares de los datos fueron realizadas con XLfit4, un programa
para el arélisis automatizado del ajuste y estadisticas de la curva, dentro de la

hoja de dculo de Microsoft Excel (programa de IDBS). La plantilla de la hoja de
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@culo era utilizada calcular la serie de la diluctn de AT-III, la relactn de AT-III
con FVlla, y las relaciones de Vi/Vo para cada replica de FVlla en cada
concentracin experimental de AT-IlIl. Los ardisis de regresin no lineares de la
actividad residual de FVlla (expresada como Vi/Vo) frente a la concentracin de
AT-1ll eran procesadas con XLfit4 y una ecuacin hiperkdica de inhibictn de la
forma ((C+ (Amp* (1-(X/(Ko5+X))))); donde C = el desplazamiento (fijado en 0
para permitir la extrapolactn de los conjuntos de datos, que no alcanzan al
100% de la inhibictn durante el curso del ensayo), amperio = la amplitud del
ajuste y Ko, el cual corresponde a la concentracin de AT-1ll requerido para la
inhibictin media-n&ima bajo condiciones de ensayo. Para muchas de las
variantes de FVlla, AT-lll fue inhibido menos del 20 al 25% de la actividad de la
proteasa, a la mayor concentractn probada de AT-IIl, representando un mite
superior de deteccin para el ensayo. Las variantes con menos del 20 al 25%
de la m&xima inhibicin, les fueron por lo tanto asignadas un valor nés bajo del
imite Kos (5uM para TF-dependiente y 10 M para TF-independiente) y en la
mayolia de los casos son esperadas unas resistencias de AT-Ill mayores al
valor reportado.

Las tablas 19 y 20 proporcionan los resultados de los ensayos, que
fueron realizados usando las variantes de FVlla expresadas en @ulas de
Freestyle TM 293-F y/o @dulas de BHK-21, en la presencia y la ausencia de TF,
respectivamente. Los resultados fueron ambos presentados como el paametro
ajustado de Ky 5 y como representacin de la extensin de la resistencia de AT-III

para cada variante, comparada con el tipo-salvaje de FVlla expresado por la
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relacitn de sus valores ajustados de Kgs (variante de Kg s, tipo-salvaje de Kgs).
Muchas de las variantes de FVlla exhibieron resistencia creciente a AT-IlI
comparadas con el tipo-salvaje de FVilla.

Tabla 19. Inhibicién de las variantes de FVlla por

AT-lll/heparina en

presencia de TF

TF-Dependiente de ATIII Ensayo de Resistencia
Células 293-F Células BHK -21
Mutacion Mutacion
FVIla (numeracion FVII (numeracion de K K,
maduro) Quimotripsina) @My | Kosmu/Kosw | onn | KosmudKosw

CB553 WT WT 72.3 1.0 56.0 1.0
CB593 | VI5S8D/E296V/M298Q | V2ID/E154V/M156Q 75.1 1.0 79.0 1.4
CB609 K341Q K192Q 104.5 1.4

CB733 K34IN K192N 41.2 0.6

CB734 K341M K192M 78.2 1.1

CB735 K341D K192D 1985.8 27.5

CB853 G237T238insA G97T98insA 169.5 3.0
CB854 G237T238insS G97T98insS 163.9 2.9
CB855 (G237T238insV G97T98insV 189.6 2.6

CB856 G237T238insAS G97T98insAS 3914 7.0
CB857 G237T238insSA G97T98insSA 266.9 4.8
CB858 D196K197insK D60K60ainsK 64.9 1.2
CB859 D196K197insR D60K60ainsR 34.0 0.6
CB860 D196K197insY D60K60ainsY 29.5 0.4

CBg862 D196K197insA D60K60ainsA 60.7 1.1
CB863 D196K197insM D60K60ainsM 55.9 1.0
CB864 K1971198insE K60al60binsE 183.7 3.3
CB865 K1971198insY K 60al60binsY 66.5 1.2
CB867 K1971198insS K60al60binsS 82.7 1.5
CB728 Gla swap FIX Gla swap FIX 68.8 1.0

Tabla 20. Inhibicién de las variantes de FVlla por  AT-lll/heparina en la

ausencia de TF
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TF-Independiente de ATIII Ensayo de Resistencia
) . Células 293-F Células BHK -21
Mutacion Mutacion
FVIla (numeracion FVII (numeracion de
maduro) Quimotripsina) Kos K TKo < Kos Ko.smu/Kos
(nM) 0.5mut/ %0.5wt (llM) wt
CB553 WT WT 2265.8 1.0 2222.7 1.0
CB593 V158D/1§2Q96V/MZQ V21D/E184V/M156 389.7 0.2 415.6 02
CB609 K341Q K192Q 4622.6 2.0
CB733 K341IN K192N 1554.4 0.7
CB734 K341M K192M 5523.9 24
CB735 K341D K192D 10%00' >4.4
CB3853 G237T238insA G97T98insA 10%00' >4.5
CB854 G237T2381nsS G97T98insS 10%00' >4.5
CB855 G237T238insV G97T98insV 10%00' >4.4
CB836 G237T238insAS G97T98insAS 10%00’ >4.5
CB857 G237T238insSA G97T98insSA 10%00’ >4.5
CB858 D196K197insK D60K60ainsK 9329.6 4.2
CB859 D196K197insR D60K60ainsR 4322.6 1.9
CB860 D196K197insY D60K60ainsY 2053.3 0.9
CB862 D196K197insA D60K60ainsA 7414.3 3.3
CB863 D196K197insM D60K 60ainsM 7299 .4 33
CB864 |  K1971198insE K60al60binsE 10%00' >4.5
CB865 K1971198insY K60al60binsY 8800.4 4.0
CB867 K1971198insS K60al60binsS 10%00' >4.5
CB728 Gla swap FIX Gla swap FIX 1005.2 04
Ejemplo 13
Determinacion de la resistencia a TFPI de las varia  ntes de FVlla

La resistencia de las diversas variantes de FVlla a TFPI fue evaluada

usando el ensayo descrito en el Ejemplo 7, arriba. La tabla 21 proporciona los

resultados de los ensayos. Los resultados son expresados como la resistencia

de pliegue de cada variante de FVlla a TFPI, comparados con el tipo-salvaje de

FVlla.




Tabla 21. Inhibicién de las variantes de FVlla por

TFPI

Mutacion (numeracién de

Mutacion (numeracion de

TFPI
resistencia

FVII maduro) quimotripsina) a doblez

CB553 | wt wt 1.0
CB554 | D196K D60K 0.6
CB555 | D196R D60R 0.5
CB556 | D196A D60A <0.3
CB557 | K197D K60aD 3.0
CB558 | K197E K60aE 1.3
CB559 | K197A K60aA 0.7
CB560 | K197L K60aL 16.0
CB561 | K197Y K60aY 15
CB562 | K199D K60cD 0.9
CB563 | K199E K60cE 1.3
CB564 | K199A K60cA 0.9
CB565 | T239A T99A 4.5
CB566 | R290D R147D 3.3
CB567 | R290E R147E 6.1
CB568 | R290A R147A 2.8
CB569 | K341R K192R 4.1
CB579 | D196R/R290E D60R/R147E 0.4
CB580 | D196K/R290E D60K/R147E 0.7
CB581 | D196R/R290D D60R/R147D 0.4
CB586 | D196R/ K197E/ K199E D60R/K60aE/K60cE <0.3
CB587 | D196K/K197E/ K199E D60K/K60aE/K60cE 0.3
CB588 | D196R/ K197E/ K199E/R290E D60R/K60aE/K60cE/R147E | 0.4
CB589 | D196R/ K197M/ K199E D60R/K60aM/K60cE 0.6
CB590 | D196R/ K197M/ K199E/R290E D60R/K60aM/K60cE/R147E | 0.9
CB591 | L305V/S314E/L337A/F374Y L163V/S170bE/K188A/F225Y0.6
CB592 | M298Q M156Q 0.5
CB593 | V158D/E296V/M298Q V21D/E154V/M156Q 0.8
CB594 | V158D/E296V/M298Q/K337A | V21D/E154V/M156Q/K188A | 0.3
CB595 | K197I K60al 0.8
CB596 | K197V K60aV 0.6
CB597 | K197F K60aF <0.3
CB598 | K197W K60aw <0.3
CB599 | K197M K60aM 0.3
CB600 | D196F D60F <0.3
CB601 | D196Y D60Y <0.3
CB602 | D196W D60W <0.3
CB603 | D196L D60L <0.3
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CB604 | D196l D60l <0.3
CB605 | G237W GO7TW <0.3
CB606 | G237T Go7T 0.3
CB608 | G237V Go7Vv 0.8
CB609 | K341Q K192Q 12.2
CB611 | K197L/D196L K60aL/D60L <0.3
CB612 | K197L/D196F K60aL/D60F <0.3
CB614 | K197L/D196W K60aL/D60W <0.3
CB615 | K197E/D196F K60aE/D60F <0.3
CB617 | K197E/D196V K60aE/D60V <0.3
CB637 | K197E/K341Q K60aE/K192Q 80.7
CB638 | K197L/K341Q K60aL/K192Q 39.0
CB670 | G237V/K341Q G97V/IK192Q 141
CB671 | K197V/G237V/IK341Q K60aE/G97V/K192Q 18.9
CB688 | K197E/K199E K60aE/K60cE 2.1
CB689 | K197E/G237V K60aE/G97V 1.7
CB691 | K197E/K199E/K341Q K60aE/K60cE/K192Q 34.3
CB692 | K197E/G237VIM298Q/K341Q| K60aE/G97V/IM156Q/KTP2| 15.2
CB693 | K197E/K199E/G237V/IM298Q/ K60aE/K60cE/G97V/IM156Q/| 22.1
K341C K192C
CB694 | K199E/K341Q K60cE/K192Q 19.1
CB696 | G237V/IM298Q/K341Q G97V/IM156Q/K192Q 3.2
CB697 | R290N R147N 1.5
CB698 | R290Q R147Q 1.2
CB699 | R290K R147K 0.6
CB700 | R290M R147M 1.0
CB701 | R290V R147V 2.5
CB733 | K341N K192N 10.7
CB734 | K341M K192M 4.4
CB735 | K341D K192D 148.0
Ejemplo 14

Evaluacion Invivo de la actividad pro-coagulante del polipéptido de

FVlila

El modelo con el rath de hemofilia A, fue establecido para evaluar la
actividad pro-coagulante de los poliggptidos de FVila. La hemofilia A fue
inducida en ratones de CD-1 en la administractn de los anticuerpos del anti-

FVIII, seguida por la eliminacin quitrgica de las puntas de las colas para iniciar
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la hemorragia (similar a lo anteriormente descrito, en el ejemplo 8). Ratones
deficientes en FVIII (los ratones FVIII™") tambi fueron utilizados, pero no fueron
tratados con los anticuerpos del anti-FVIIl. Los ratones entonces fueron
tratados con el polightido de FVlla y la cantidad de sangre perdida en 20
minutos fue medida para determinar la actividad pro-coagulante de los
polipgptidos de FVila.
A. Andlisis de la actividad del coagulante de FVila en ratones de CD-1

con la induccion de la hemofilia A

Los experimentos iniciales fueron realizados para determinar la dosis
requerida, tiempo y duracin del efecto de los anticuerpos anti-humanos-FVIII,
cuando son administrados por via intraperitoneal para inducir hemofilia en
ratones CD-1. Para el primer lote de anti-FVIII (lote 1; Afinidades Biobygicas, lote
IG129R4), este estaba basado inicialmente en la dosis utilizada para los
experimentos de canulacin, anteriormente descritos en el ejemplo 8. La dosis
determinada para causar un estado hemoflico (hemorragia incontrolada sobre
un periodo de 20 minutos del ensayo) fue de 7.54 mg/ratn (80uL de 94.25 mg/mi
soluctn de reserva). Este lote tenia una actividad neutralizadora de 612 ratn
BU/mI. Para el segundo lote de FVIII anti-humano (lote 2; Afinidades Biobygicas,
lote IG1577R2, la actividad neutralizadora de 474 ratn BU/ml) la dosis utilizada
fue de 11.98 mg/ratn (120 uL de 99.8 mg/ml de soluctn de reserva) y fueron
administradas 6 horas antes del corte de la cola.

Para inducir hemofilia, los ratones masculinos de CD-1 (25-35 g) fueron

dosificados intraperitonealmente al lote 1 o al lote 2 de anti-FVIII antes del
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experimento. CD-1 masculino y los ratones FVIII™ fueron anestesiados con la
administracitn intraperitoneal de un dctel de la quetamina/xilazina (solucitn de
100 mg/mL) y colocados en una plataforma calentada (39C), para asegurarse
de que no hubiera una caida en la temperatura corporal. La habitactn del
procedimiento fue mantenida en una temperatura de 82F. Diez minutos antes
del corte de la cola, la cola fue sumergida en 10 mls de PBS precalentado (tubo
centrifugo de 15ml; 3X). Ocho a diez ratones fueron inyectados con FVila
humano recombinante (Novosever®, Novo Nordisk) o poliggptidos modificados de
FVII diluidos en un tapn compuesto de 52 mM de cloruro gdico, 10.2 mM de
cloruro d@cico deshidratado, 9.84 mM de glicilglicina, 0.01% de polisorbato 80 y
165 mM de manitol, via la vena de la cola en una sola inyeccin. El vehiculo o,
tambén fue inyectado en un grupo de ratones como control. Si la inyeccin falto,
el animal fue excluido del estudio. La inyeccin con el agente de ensayo o el
vehiculo, fue hecha 5 minutos antes de la corte de la cola. Un corte de la cola
fue hecho usando una hoja de afeitar, a 5 mm del extremo de la cola y la
sangre fue recogida en PBS, por un periodo de 20 minutos. Al final del periodo
de coleccin, la grdida de sangre del total fue evaluada. Los tubos de la coleccin
fueron mezclados y una alicuota de 1 ml de cada muestra fue obtenida y
ensayada por el contenido de hemoglobina. EI Triton X-100 fue diluido 1 en 4
en agua es#il y 100 (L fueron diadidos a las muestras de 1 mL para causar
hendiisis. La absorbancia de las muestras fue medida entonces a una longitud
de onda de 546 nm. Para calcular la cantidad de sangre perdida, la

absorbancia fue leida contra una curva es@ndar, generada midiendo la
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absorbancia en 546 nm de volmenes conocidos de sangre del miido, diluidos
en PBS y hemolisada, como anteriormente, con el Triton X 100.

Un estudio de la dosis respuesta en el cual 0.3, 1 o 3 mg/kg de CB553
(tipo-salvaje de FVlla) fueron evaluados, tambin fue realizado. Ratones que
recibieron el vehiculo perdieron 1002.3+60.71 L en el ensayo de 20 minutos.
Esto fue reducido perceptiblemente en los ratones que fueron administrados 3
mg/kg de CB553, a 415.5+90.851L (p < 0.05 usando Kruskal-Wallis seguido por
la posprueba de Dunn). Reduciendo la dosis a 1 mg/kg resulb en la pgdida de
sangre de 679.57+83.951L y una dosis nés baja de 0.3 mg/kg resulten la grdida
de sangre de 852.42+94.46L.

En un estudio por separado, CB735 (K341D) y CB945 (M298Q/K341D)
fueron evaluados con una dosis de 3 mg/kg. La inyeccin del vehiculo o, fue
utilizada como control. Grupos de ratones que recibieron el vehiculo o,
perdieron entre 803+92.18pL y 813.1+82.66 L de sangre en el ensayo de 20
minutos. Esto fue similar al tratamiento con CB73506 CB945, el cual result en
746+110.5uL y 870.9+78.381L prdida de sangre, respectivamente.

B.  Andlisis de la actividad del coagulante de FVIla  en ratones de FVIII -

Un modelo con el ratn de hemofilia A usando los ratones deficientes en
FVIIl (ratones de FVIIF"), tambén fue utilizado para ensayar la actividad del
coagulante de los poliggptidos de FVlla, usando los mismos protocolos descritos
anteriormente, salvo que los ratones no fueron tratados con los anticuerpos del

anti-FVIII.
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1. Estudio de la respuesta a la dosis de la activid ad del
coagulante de tipo-salvaje FVlla
Estudios sobre la respuesta a la dosis, para evaluar la actividad del
coagulante de NovoSever®y de CB553 en ratones de FVIIF" al 0.3, 1,3y 6
mg/kg fueron realizados. En el experimento de NovoSever®, la pidida de
sangre en el grupo del vehiculo fue de 912.79+ 38.32|L, el cual fue reducido
perceptiblemente por el tratamiento de NovoSeve®en 6 y 3 mg/kg (a 361.74+
55.28Ly 586.98+60.56L; p < 0.05 Kruskal-Wallis seguido por la posprueba de
Dunn). Reduciendo la dosis a 1 mg/kg resulben la grdida de sangre de 674.84+
46.88L y en la dosis ensayada nés baja el valor fue de 801.08+41.39L. En el
experimento CB553, el grupo del control de vehiculo produjo la p&dida de
sangre de 904.08 £ 15.38 L. Esto fue reducido perceptiblemente (p < 0.05
Kruskal-Wallis seguido por la posprueba de Dunn) por CB553 en 6 mg/kg a
451.04+74.17L. Reduciendo la dosis a 3 mg/kg produjo un valor de la pédida
de sangre de 695.75+60.50pL mientras se bajaba la dosis adicionalmente a 1y
0.3 mg/kg, resulben los valores de la prdida de sangre pidximos y en los niveles
del control del vehiculo (846.08+34.17pLy 936.43+31.39L, respectivamente).
Ejemplo 15
La determinacion del factor Vlla que unia el factor del tejido soluble
La capacidad de las variantes de FVlla expresadas en las @&ulas de HEK
293 0 en las @ulas de BHK, para unir el factor del tejido soluble (sTF), fue
evaluada usando resonancia del plasnmn de superficie de Biacore. Las variantes

de FVlla son evaluadas a través de la medictn de la unin del perfil, en tres
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concentraciones de la proteasa de dos experimentos duplicados, usando dos
diferentes niveles de sTF unidos a un chip de Biacore CM5.

Una nueva Serie S CM5 chip sensorial (GE Healthcare Cat #BR 1006-
68) fue acoplado albimina de suero bovino y con factor del tejido soluble,
usando un instrumento de Biacore T100. El acoplamiento fue efectuado con el
tapn de acoplamiento de Biacore (30 mM Na Hepes pH 7.4, 135 mM NaCl, de 1
mM EDTA, 0.01% Tween-20) con un Estuche de Acoplamiento de Amina (GE
Healthcare Cat #BR 1000-50) y el asistente del protocolo en el programa de
Biacore T100. Para la inmovilizactn, las cuatro @dulas del chip fueron utilizadas.
Las @&ulas 1 y 3 fueron acopladas con 500 unidades de respuesta (RU) de la
proteina de referencia de la allkmina de suero bovino, diluida en el tapn de
acetato, pH 4.0; y las dulas 2 y 4 fueron acopladas con 500 y 250 RU de sTF
(sistemas del R&D) diluidos en el tapn de acetato, pH 4.5.

Cada variante de FVlla, y la proteasa del tipo-salvaje de FVlla, fueron
probadas en tres concentraciones y en duplicado. Las proteasas fueron
diluidas a 60 nM, a 30 nM y a 15 nM en un tapn de ensayo de Biacore de 100pL
(200 mM Na Hepes, pH 7.4, 150 mM NaCl, 5 mM de CaCl,, 0.1% PEG 8000,
0.1% BSA, 0.01% Tween-20) en una placa de 96 pozos de ensayo. El ensayo:
cada muestra fue ensayada en el instrumento de Biacore T100, usando 120
segundos de tiempo de contacto, seguidos por 180 segundos de tiempo de
disociactn en un caudal de 10pL./min. Un tapn en blanco tambén fue ensayado.
El chip fue regenerado con el EDTA de 50 mM, pH 7.0 por 60 segundos y

después 30 segundos. EIl ensayo para medir la unin del tipo-salvaje de FVlla al
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sTF debe ceder tres grupos de curvas con unindice de K4 de aproximadamente
8 nM.

El programa de la evaluacin de Biacore T100 fue utilizado para analizar
los datos. Espedficamente, la Cirética/Afinidad 1:1 Ardisis de Unin, el cual
ajusta los datos a la isoterma de Langmuir, era utilizada y los datos fueron
ajustados individualmente por dos #plicas de cada variante en dos
acoplamientos de la unidad de la respuesta. Los cuatro ajustes de valores de
Kq fueron promediados y presentados en la tabla 22. Los poligptidos de FVlla

qgue contenian la mutacin de M156Q tendieron para tener resultados més bajos

de Ky y as unirse n&s firmemente al sTF.

Tabla 22. La union de las variantes de FVlla al sol uble TF
Mutacion ( numeracion FVII [ Mutacién ( numeracion de Afinidad
ID maduro) Quimotripsina) Kd (nM)
BHK"
HEK
- 293
CB553 | WT WT 79 9.0
CB592 | M298Q MI156Q 39
CB593 | V1S8D/E296V/M298Q V21D/E154V/M156Q ’ 8.0
- | V158D/G237V/E296V/M298 ' ot
CB669 | Q TN » VZ-lD_/EIS4V/M156vQ/G97V 14.9
CB690 { K197E/G237V/M298Q - K60aE/G97V/IM156Q 4.8
CB691 | K197E/K199E/K341Q K60aE/K60cE/K192Q 6.6
CB692 gl97E/G237V/M298Q/K341 K60aE/GO7V/M156Q/K 192Q 5o
CB693 | KI197E/K199E/G237V/M298 | K60aE/K60cE/G97V/M156Q
Q/K341Q /K192Q ‘ 6.4
CB695 | G237v/M298Q G97V/M156Q - 38
CB696 | G237V/M298Q/K341Q G97V/MI156Q/K192Q 25
CB946 | M298Q/K341D M156Q/K192D ‘79
Ejemplo 16
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Resonancia del plasmén de la superficie (SPR) exami  nando las
variantes de FVlla para la resistencia a TFPI

La resistencia relativa de las diferentes variantes de FVlla a la inhibictn
por el soluble recombinante humano TFPI, fue evaluado usando un ensayo del
alto-rendimiento de la resonancia del plasntn de la superficie (SPR) con el
instrumento de Biacore T100. La resistencia relativa de las variantes de FVlla
a la inhibictn por TFPI fue evaluada por la medicin de la cantidad relativa de
variante de FVlla unida al soluble TFPI, inmovilizado en un chip sensorial
Biacore CM5, comparado a la cantidad del tipo-salvaje de FVlla unido posterior
a la estandarizacin del tiempo de inyecciny de la concentracin de proteasa.

Para cada experimento, TFPIl soluble (sistemas del R&D) fue
inmovilizado a un nuevo chip Biacore CM5 series S sensorial de 4 d@ulas de
flujo de (GE Healthcare), que usaba el protocolo de acoplamiento de la amina
disponible dentro del programa del control de Biacore T-100 (GE Healthcare), y
de los reaccionantes proporcionados con el Estuche de Acoplamiento de Amina
(GE Healthcare). Las cuatro @ulas de flujo disponibles eran utilizadas para la
inmovilizactn de dos diferentes densidades de TFPI y de la allkbmina de suero
bovino (BSA), que sirvieron como agente de bloqueo en las dulas de la
referencia. BSA fue diluido a 5 yg/ml en el acetato de sodio (pH 4.0) e
inmovilizado en las @&ulas de flujo 1 y 3 a 1000 y 2000 unidades de respuesta
(RU), respectivamente. Para la inmovilizactnde TFPI, el soluble liofilizado TFPI
(10pg) era resuspendido en 100pL 1X del tagh de acoplamiento (30 mM Hepes,

135 mM de NaCl, 1 mM EDTA, 0.01% Tween-20, pH 7.4) a una concentracin
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de 0.1 mg/mL. Un total de 20pL de 0.1 mg/ml TFPI, segn lo diluido a 10pg/ml en
el pH 4.0 del acetato de sodio para la inmovilizactn de las @ulas de flujp 2y 4 a
1000 y 2000 RU, respectivamente. El tapn de acoplamiento fue utilizado como
el tapn de funcionamiento durante las etapas de la inmovilizacin.

Cada muestra de FVlla fue preparada a una concentracin final de 320
nM en 1X tapn de funcionamiento (20 mM Hepes, 150 mM NaCl, 5 mM CaCl,,
0.1% PEG 8000, 0.1% BSA, 0.01% Tween-20, pH 7.4) conteniendo el sTF de
620 nM (Factor de Coagulacitn Humana llI; Sistemas de R&D). Generalmente,
cada variante de FVlla fue diluida diez veces en 1X tapn de funcionamiento
antes de la diluctn final de 320 nM. Los complejos de FVlla/sTF fueron
preparados a un volumen final de 120pL en duplicado, que permitan hasta 48
variantes tnicas de FVlla para ser cargados en una placa de almacenamiento
de 96 pozos y evaluados con las inyecciones duplicadas en una sola operacin.
El complejo de FVlla/sTF fue incubado a temperatura ambiente de 10 a 15
minutos, antes de la iniciacitn de la primera inyeccitn de la muestra.

Un né&odo de ardisis obligatorio normalizado fue creado dentro del
Programa de Control de Biacore (GE Healthcare) en el cual cada replica de
FVila se inyecta por 180 segundos de tiempo asociado, seguidos por 60
segundos cortos de disociactn, a un caudal de 10uL./min. La regeneracin del
chip sensorial sigud a la fase de la disociactn, por 30 segundos con 10 mM
glicina, 500 mM NaCl, pH 3.0 y despus de un perodo de 60 segundos de
estabilizactn con 1X tapn de funcionamiento a los mismos 10pL./min. de caudal.

Dos puntos de referencia del ensayo fueron registrados para cada operaciny el

347



ardlisis subsiguiente de los datos, una de 5 segundos antes de la conclusin de
la fase de la asociacih (unbn) y otra de 5 segundos informados antes de la
conclusin de la fase de la disociacin (disociactn). Antes de iniciar un ensayo
completo, el chip sensorial fue ensayado con una sola inyeccin del tipo-salvaje
FVila/sTF de 320 nM por 180 segundos, que deben dar una respuesta de
aproximadamente 400-450 RU y 750-850 RU para unir a las @ulas de flujo 2
(RU 1000) y 4 (200 RU), respectivamente.

El ardlisis de los datos fue realizado primero con el Programa de
Evaluacitn de Biacore T100 (GE Healthcare), para inspeccionar los paémetros
de la validacin del ensayo, los cuales incluyen la verificactn de que la unin a la
@ula de referencia es minima, la derivacin de la linea de base y el control de la
unitn de las inyecciones en blanco (tapn del funcionamiento). Las tablas de los
datos fueron generadas dentro de esta aplicacin, que indican la cantidad de
variante unida de FVlla (en RU) en ambos, la unin del punto del informe y la
disociacitn del punto del informe. Los datos de las tablas fueron exportados
posteriormente para el arélisis adicional, dentro del ambiente de la hoja de
Aculo Microsoft Excel. Los puntos de datos primos (RU unidos) fueron
corregidos para el control de unin del chip sensorial; y después una relactn de la
cantidad de tipo-salvaje de FVlla unida (en RU) con la cantidad de variante de
untn de FVlla fue tomada para cada padnetro e informada como Unida
(wt/variante) y Disociactn (wt/variante). La resistencia a la inhibicin de TFPI se
refleja como un aumento de la relactn de uno o ambos paametros evaluados.

Por ejemplo, un valor de 20 de Unin (wt/variante) o de Disociactn (wt/variante)
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para una variante concreta de FVlla, indica que la variante es 20-veces nés
resistente a la inhibicth de TFPI, que la de tipo-salvaje de FVlla. Las distintas
variantes exhibieron resistencia creciente a la inhibictn de TFPI. Por ejemplo,
CB609, CB637, CB691, CB856 y CB857 estn entre el grupo que exhibbde 20 a
60-veces resistencia y las variantes que contenian el K341D por la numeracin
de FVII maduro (correspondiente por a la humeracitn de la quimotripsina) por
ejemplo CB735, tiene relaciones indicando resistencia significativa a TFPI
(mayor que 50 -150-veces) y las variantes que contienen la mutactn 9CB945 de
K192D) tiene una relactn indicando resistencia significativa a TFPI (mayor que
40 -150-veces). En algunos casos, la velocidad de disociactn era nés afectada
gue la velocidad de asociacin. Algunos ejemplos de las variantes que
exhibieron este perfil son CB735, CB854, CB855, CB856 y CB857.

Tabla 23. Resistencia de las variantes de FVIlaal a inhibicién por TFPI

TF-Dependiente TFPI Ensayo de Resistencia
Células 293-F Células BHK-21
Mutacién ( numeracion Mutacioén ( numeracion de S W .
ID FVII maduro) Quimotripsina) Union Disociac | Union | Disociac
(wt/varia ion (wtivaria on -
nte) (wt/varia nte) (wt/varia
nte) nte)
CB553 [ WT WT 1.0 1.0 1.0 1.0
CB558 | K197A K60aE 1.4 1.3
CB563 | KI97E K60cE 1.4 1.4
CB592 | M298Q M156Q 1.9 1.8
CB593 | VI5S8D/E296V/M298Q V2ID/EI54V/M156Q 0.8 0.8 1.0 1.0
CB608 | G237V G997V 2.2 1.8
CB609 | K341Q K192Q 13.0 19.7
CB637 | KI97E/K341Q K60aE/K192Q 67.2 171.1
CB670 | G237V/K341Q K192Q/G97v 12.8 12.4
CB671 | K197V/G237V/K341Q K60aE/K192Q/G97V 18.9 21.8
CB688 | KI97E/KI199E K60aE/K60cE 22 2.1




CB689 | K197E/G237V K60aE/GOTV 1.8 1.6

CB691 | KI9TE/KI99E/KI41Q . | K60aE/K60cE/K192Q 33.9 68.1

cagon | vo T ODTVMIRANIA | eenaesGorviMiseai1ne | 5o | s

K197E/K199E/G237V/M298 | K60aE/K60cE/GITV/MIS6Q - ‘

CB693 | Q/K341Q . /K192Q : 234 43.5

CB694 | K199E/K341Q K60cE/K192Q ’ 18.8 30.7

CB695 | G237V/IM298Q . G97VIM156Q 0.9 0.8

CB696 | G237VIM298Q/K341Q - | G97VIMIS6Q/K192Q . 4.5 6.0

CB697 | R290N ' o R147N ‘ 1.6 _{15

CB698 | R290Q R147Q 1.3 1.2 .

CB699 | R290K : R147K o 0.7 - 0.7

CB700 | R290M I R14TM 1.1 1.1

CB701 | R290V R147V . 26 127

| €B733 | K34IN. - K192N 113 1638

CB734 | K34IM - | Ki92M : 49 54

CB735 | K341D " I K192D . . . : 185.6 380.7

‘CB853 | G237T238insA = . | G97T98ins. . 6.5 18.2
CB854 | G237T238insS | G97T98insS ~ ' ‘5.2 13.0.
CB855 | G237T238insV | G97T98insV ' 73 - 16.8
CB856 | G237T238insAS G97T98insAS ' 22.8 154.5
CB857 | G237T238insSA G97T98insSA . 215 146.5
CB858 | DI196K197insK - - -1 D60K60ainsK ) i ) 1.0 0.8
CB859 | D196K197insR D60K60ainsR - -l os 0.5
CB862 | D196K197insA | D60K60ainsA . - 0.5 0.4
CB863 | D196K197insM i D60K 60ainsM R ‘ " loa 04
CB864 | K1971198insE » K60al60binsE 1.3 1.1
CB865 | K1971198insY K60al60binsY ‘ R K]
CB867 | K1971198insS K60al60binsS i 0.7 0.6
CB902 | K197E/M298Q - K60aE/M156Q 2.6 23 ‘
CB945 | M298Q/K341D M156Q/K 192D 146.8 196.5

Ejemplo 17

Determinacién de Concentracién de Proteasa Cataliti  ca Activa usando

el Sitio Activo Valorante 4-metilumbeliferil p’ - guanidinobenzoato (MUGB)
La concentractn catalticamente activa de FVlla en una solucin de
reserva fue determinada valorando un complejo de FVlla y un factor de tejido
soluble (sTF) con 4-metilumbeliferil p’ - guanidinobenzoato (MUGB), un sustrato
fluoroggnico deléster desarrollado como sitio activo para las cuasi-tripsina serina
proteasa. El ensayo fue realizado esencialmente como descrito por Payne et

al. (Bioquimica (1996) 35:7100-7106) con algunas pequdias modificaciones.
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MUGB reacciona &cilmente con FVlla, pero no FVII o la proteasa inactiva, para
formar un efectivamente estable Acilo-enzima intermedia bajo las condiciones
en las cuales la concentractn de MUGB est saturada, y la desacilactn es
especialmente lenta y la velocidad se limita para la ca#lisis. Bajo estas
condiciones, la proteasa de FVlla experimenta un solo recambio cataltico para
liberar el 4-metilumbeliferona fluodforo (4-MU). Cuando el estallido inicial de la
fluorescencia se calibra a un paton externa de concentracin de una curva
estndar de fluorescencia 4-MU, la concentractn de sitios activos puede ser
calculada.

Los ensayos fueron realizados con 2 mL de volumen de reaccin en una
cubeta de cuarzo de 1 cm x 1 cm bajo continua agitactn. Cada reaccin contuvo
0.5puM sTF (Sistemas Humanos de R&D) en un tagn de ensayo que contenia 50
mM Hepes, 100 mM NaCl, 5 mM CaCl, y 0.1% PEG 8000, PH 7.6. La solucin
estndar de 4-MU era recén preparada en una concentracin de reserva de 0.5 M
en DMSO vy la concentracin confirmada por espectroscopia de la absorbancia a
360 nm, usando un coeficiente de extincin de 19.000 M-1 cm-1 m- en 50 mM
tapn Tri, pH 9.0. MUGB fue preparado en una concentracin de reserva de 0.04
M en DMSO basado en el peso seco. Los ensayos fueron iniciados dadiendo 4
(LLde 4 mM MUGB (8 M de concentracin final) a una soluctn de 0.5iM sTF (20.2
L de 49.4uM sTF) en tapin de ensayo de 1x y primero midiendo el antecedente
de la hiddisis de MUGB por ~150-200 segundos antes de la adicin de FVlla o
de FVlla variante a una concentracin final de ~100-200 nM basado en el inicial

de ELISA (Ejemplo 2C.1) o la valoracin del sitio activo con FFR-CMK (Ejemplo
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6). La liberactn de la fluorescencia 4-MU en la fase de éfaga de la reaccin, fue
seguida por 1000-1200 segundos adicionales. Una curva eséndar libre de 4-
MU fue preparada por la valoractn de la absorbancia-calibrada de 4-MU en tapn
de ensayo de 1x que contenia 0.5 pM STF en 20 nM pasos para una
concentracin final de 250 nM.

Para el ardlisis de los datos, las huellas de la reaccin fueron importadas
al paquete del programa Graphpad Prisma y la contribucitn del antecedente de
la hiddisis fue restada de la curva por la extrapolacin de la velocidad inicial
medida por hiddlisis espontnea de MUGB, que era tipicamente nmés pequdia que
el 5% de la éfaga de la fluorescencia total. La curva corregida fue ajustada a
una sola ecuacin exponencial con un componente lineal (para tomar en cuenta
la velocidad lenta de la desacilacin) de la forma A fluorescencia = Amp (1-e
*Y+Bt, donde Amp = la amplitud de la fase de la &aga bajo la saturacin de las
condiciones del ensayo descritas arriba, k es la constante de velocidad de
primer orden para la formacin de la Acilo-enzima y B es una mayor tasa
constante de velocidad aparente asociado con la rotactn completa de MUGB.
La concentracin de proteasa activa de FVlla es calculada por la comparacin del
ajuste del paémetro por amplitud de la curva estindar 4-MU. Los valores de
mitiples ensayos fueron medidos, promediados y las desviaciones esendar
determinadas.

Debido a que las modificaciones seén evidentes para aquellos
especialistas en esta &cnica, est destinado que esta invencin sea limitada

solamente por el alcance de las reivindicaciones adjuntas.
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RESUMEN

Se suministran poligptidos de factor VII modificados y usos de los
mismos. Dichos poligptidos FVII modificados incluyen Factor Vila y otras
formas del Factor VII. Entre los poliggptidos FVII suministrados se encuentran
aguellos que tienen actividades alteradas, tpicamente actividad procoagulante
alterada, incluyendo actividades procoagulante aumentadas. As, dichos

polipgptidos modificados son terapauticos.
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