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DESCRIPCIÓN 
 
 
Composiciones sólidas estabilizadas de factor VII modificado 
 5 
Campo de la invención 
 
[0001] La presente invención se refiere a composiciones químicamente al igual que físicamente estables comprendiendo 
factor VII modificado que puede almacenarse, usarse y manejarse a temperatura ambiente. 
 10 
 
Antecedentes de la invención 
 
[0002] Moléculas del factor VII modificado son derivados del factor VII de coagulación humano donde el sitio catalítico 
se modifica de manera que la act ividad catalítica de la forma act iva, factor VIIa, disminuye, mientras la capacidad de 15 
unión del factor tisular se mantiene. Factor VII (humano de tipo salvaje) se ha descrito en la patente US n° 4,784,950. 
Ejemplos de moléculas del factor VII modificado se han descrito en WO 92/15686, WO 94/27631, WO 96/12800 y WO 
97/47651. Así, en similitud a la molécula del factor VIIa nativo, el factor VIIa modificado se unirá con factor tisular, pero 
al contrario que el factor VIIa nativo, el factor VII modificado no activará los pasos posteriores en la ruta de coagulación 
extrínseca. Así, el factor VII modificado actúa como un inhibidor de la formación de un coágulo de fibrina. Por lo tanto, 20 
moléculas del factor VIIa modificado se han sugerido en el tratamiento de lesión vascular por bloqueo de la producción 
de trombina y la deposición posterior de fibrina (WO 97/47651). 
 
[0003] C omo proteína, l as moléculas del f actor V II m odificado so n su sceptibles a degr adación f ísica, i ncluyendo 
desnaturalización y agregación, como la formación de agregados insolubles o solubles en forma de dímeros, oligómeros 25 
y polímeros, o a de gradación química, incluyendo, por ejemplo, hidrólisis, desamidación y oxidación. La consecuencia 
total es pérdida de actividad d e l a m olécula del f actor V II m odificado, f ormación de  productos de degradación 
inmunogénicos y t óxicos, r iesgo se rio de i ntroducción de  t rombosis en l a i nyección de l a m olécula de l f actor V II 
modificado degradado, obstrucción de agujas usadas para inyecciones y riesgo de no-homogeneidad. Así la seguridad y 
la eficacia de medicamentos comprendiendo factor VII modificado están directamente relacionadas con la estabilidad del 30 
factor VII. 
 
[0004] El factor VII modificado puede proporcionarse hoy en día en una formulación líquida, que necesita almacenarse 
congelada a - 80 °C. 
 35 
[0005] A sí, c omposiciones comprendiendo f actor V II modificado n ecesitan est abilizarse. E n pa rticular, ha y u na 
necesidad para almacenamiento y manipulación de medicamentos comprendiendo factor VII modificado bajo 
condiciones ambientales sin el requisito de un congelador y donde las composiciones se pueden almacenar durante un 
tiempo prolongado como durante al menos 6 meses antes de uso. 
 40 
[0006] Un método de estabilización de una proteína se refiere a eliminación de agua de la proteína, por ejemplo, como 
proporcionando la proteína en forma de un pastel liofilizado, la materia final obtenida en un proceso de liofilización. No 
obstante, el proceso de liofilización en sí mismo es también nocivo para las proteínas; durante la liofilización, la solución 
de proteína se  enf ría antes primero h asta que se  c ongela a decuadamente y el v olumen de agua en l a so lución de 
proteína formará hielo en esta fase. La proteína es propensa por la presente a tensión inducida por congelación 45 
provocando deformación y precipitación. En el siguiente paso, la fase primaria denominada de secado, el hielo sublima y 
en l a f ase de secado secundaria, el  ag ua unida o ads orbida se qu ita bajo temperaturas elevadas. Durante est a 
eliminación de agua, las proteínas pueden perder su conformación apropiada que se provee principalmente a través de 
unión de hidrógeno. 
 50 
[0007] Por lo tanto, para preservar la conformación de proteína, actividad y estabilidad durante liofilización, la solución 
de proteína necesita complementarse con cantidades suficientes de excipientes apropiados con propiedades 
crioprotectoras y/o lioprotectoras para proteger la proteína de tensión inducida por congelación y/o tensión durante 
eliminación de agua, respectivamente. 
 55 
[0008] Cuando se proporciona a un producto liofilizado una característica esencial se refiere a las propiedades del pastel 
liofilizado. Necesita tener buenas propiedades en cuanto a su forma y estructura, es decir, este no debería colapsarse, 
ya que estos pasteles colapsados pueden ser duros o incluso imposibles de d isolver (reconstituir) antes de uso. Por el 
contrario, la estructura física del pastel liofilizado no puede estar suelta y blanda. Por lo tanto, uno o más agentes 
denominados de carga se agregan a la solución de proteína antes de l iofilización. Agentes de carga son agentes que 60 
proporcionan buenas propiedades de pastel liofilizado y que ayudan a la proteína a superar varias tensiones asociadas 
al proceso de l iofilización, por ejemplo, corte/congelación. Además, los agentes de estabilización pueden ayudar en l a 
formación de productos farmacéuticamente el egantes y de asp ecto agr adable, qu e pr otegen l a pr oteína d urante 
liofilización al igual que durante almacenamiento posterior. 
 65 
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[0009] Durante el  des arrollo de  u n m edicamento est able c omprendiendo un f actor V II m odificado a propiado se 
administra parentalmente y se almacena en condiciones ambientales, excipientes adecuados deberían añadirse y sus 
niveles ajustarse cu idadosamente p ara proporcionar u n pr oducto q ue t ambién es aproximadamente i sotónico c on 
plasma y t iene un pH  e n un  i ntervalo f isiológicamente adecuado p ara i nyección o i nfusión. La el ección d e ag entes 
capaces de modificar la tonicidad es crucial, ya que más modificadores de tonicidad en forma de sales hacen el proceso 5 
de liofilización difícil. 
 
[0010] A sí, es  un objetivo de l a presente invención pr oporcionar co mposiciones estables de f actor V II m odificado, 
sustancialmente sin la presencia de productos de degradación y sin actividad del factor VII modificado reducida, incluso 
después de a lmacenamiento pr olongado e n co ndiciones am bientales. A demás, es un o bjetivo esencial que l as 10 
composiciones estables se adecúen para administración parental y así tengan una tonicidad fisiológicamente apropiada 
y un margen de pH para no causar cualquier inconveniente al paciente. 
 
Resumen de la invención 
 15 
[0011] Se ha descubierto por los presentes investigadores que factor VII modificado se puede proporcionar en una 
composición que es suficientemente estable para permitir almacenamiento a 25 °C durante aproximadamente al menos 
de 12 a 18 meses. 
 
[0012] P or co nsiguiente, l a pr esente i nvención se  r efiere en u n pr imer asp ecto a co mposiciones estabilizadas 20 
comprendiendo: 
i) factor VII modificado; 
ii) un agente adecuado para mantener el pH de dicha composición en el intervalo de 4 a 7 cuando dicha composición se 
disuelve en agua; y, además, ingredientes como en las reivindicaciones y 
iii) un contenido de humedad de como mucho 3%. 25 
 
[0013] E n ot ro asp ecto, l a i nvención se  r efiere a un m étodo de pr eparación d e un f actor VII m odificado est able q ue 
incluye las etapas de: 
i) provisión de dicho factor VII modificado en una solución con pH en el intervalo de 4 a 7. 
ii) tratamiento de dicha solución para obtener una composición sólida con un contenido de humedad de como mucho 3 30 
% p/p. 
 
[0014] Tal y como se menciona, factor VII modificado estabilizado se solicita para minimizar el riesgo de eventos 
adversos y para mejorar seguridad y eficacia cuando se administra el factor VII modificado para uso terapéutico. Por lo 
tanto, todavía otro aspecto de la invención se refiere al uso de un factor VII modificado para la preparación de un 35 
medicamento par a evi tar coagulación de l a sangre y /o reacciones mediadas por factor t isular, dicho m edicamento 
comprende una composición comprendiendo; 
i) factor VII modificado; 
ii) un agente adecuado para mantener del pH de dicha composición en el intervalo de 4 a 7 cuando dicha composición 
se disuelve en agua, y además ingredientes como en las reivindicaciones y 40 
iii) un contenido de humedad de como mucho 3%. 
 
[0015] Finalmente, la invención se refiere a administración de dicho factor VII modificado estabilizado a un paciente para 
evitar coagulación de la sangre y/o reacciones mediadas por factor t isular, comprendiendo administración a un sujeto 
con necesidad de este, una cantidad eficaz de una composición comprendiendo; 45 
i) factor VII modificado; 
ii) un agente adecuado para mantener el pH de dicha composición en el intervalo de 4 a 7 cuando dicha composición se 
disuelve en agua; y además ingredientes como en las reivindicaciones y 
iii) un contenido de humedad de como mucho 3%. 
 50 
Descripción detallada de la invención 
 
[0016] La presente invención se refiere a composiciones estables en almacenamiento comprendiendo factor VII 
modificado. L as composiciones se p ueden al macenar a va rias temperaturas ambiente i ncluyendo t emperaturas 
ambiente durante un periodo de tiempo extendido sin causar degradación sustancial del factor VII modificado. 55 
 
[0017] La presente invención se basa en el descubrimiento de que formulaciones estables en almacenamiento de factor 
VII modificado que son estables durante al menos aproximadamente de 12 a 18 meses sobre almacenamiento a 25 °C a 
oscuras. La presente invención también incluye composiciones comprendiendo factor VII modificado que son estables 
incluso durante periodos de almacenamiento más largos, como 32 meses. Así, la presente invención hace posible 60 
almacenar estas composiciones a temperatura ambiente sin aumento en el riesgo de eventos adversos en la 
administración a p acientes de estas composiciones. V entajosamente, l a estabilidad de almacenamiento m ejorada 
también supondrá coste reducido, ya que ninguna condición especial de  enf riado se  requiere sobre a lmacenamiento, 
además dando como resultado manipulación de la composición más conveniente para el usuario. 
 65 
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[0018] El término factor VII modificado se denomina para significar cualquier proteína del factor VII, que se modifica para 
reducir l a actividad ca talítica de l f actor V IIa, m ientras todavía puede uni rse a f actor t isular. C omo r esultado, l as 
moléculas del factor VII modificado competirán con factor VII nativo y/o VIIa para unirse a factor tisular, así se inhibe la 
activación d e l os factores posteriores, X y IX, de l a se cuencia de co agulación. L a m odificación pu ede, p or ej emplo, 
localizarse en el sitio catalítico. 5 
 
[0019] El término "factor VII modificado" abarca, sin limitación, polipéptidos en los que la actividad biológica del factor 
VIIa se ha reducido sustancialmente en relación a la actividad de factor VIIa humano de tipo salvaje (como se describe 
en la patente US n° 4,784,950). Estos polipéptidos incluyen, sin limitación, factor VII o factor VIIa que se han modificado 
químicamente y variantes del factor VII en las que una o más alteraciones de la secuencia de aminoácidos específicas 10 
se han introducido que modifican o interrumpen la bioactividad del polipéptido. El término "factor VII modificado" además 
abarca, sin limitación, polipéptidos que han truncado secuencias de aminoácido relativas al factor VII humano (es decir, 
fragmentos d el f actor V II), y/o e xtremo N-terminal incluyendo deleciones o a diciones de l aminoácido N -terminal, y/o 
modificaciones postranslacionales. El factor VII modificado se une a f actor tisular con afinidad alta y especificidad, pero 
no inicia coagulación de la sangre. 15 
 
[0020] Como se usa aquí, factor VII modificado puede estar en forma del zimógeno (es decir, una molécula 
monocatenaria) o se  puede dividir e n su  s itio d e act ivación. A sí, el  t érmino "factor V II m odificado" se dest ina para 
significar un f actor VII modificado que, sobre act ivación a  factor VIIa modificado, al  igual que las moléculas del factor 
VIIa modificado que son capaces de unirse a factor tisular, capaces de competir con factor VII auténtico y/o factor VIIa 20 
para unirse a factor tisular en la coagulación en cascada inhibiendo así la activación de factor IX a IXa y factor X a Xa. 
Esta competición puede determinarse fácilmente mediante, por ejemplo, un ensayo de coagulación de competición, un 
ensayo de competición FIXa o de generación de FXa, o un ensayo de unión de competición, usando, por ejemplo, una 
línea ce lular con factor t isular de su perficie de l a cé lula, como la l ínea de cé lula de ca rcinoma de ve jiga humano J82 
(Sakai et al. J. Biol. Chem. 264: 9980-9988 (1989), incorporado aquí como referencia), por ejemplo, como se describe 25 
en la presente especificación (ver sección "ensayo", abajo), 
 
[0021] En una forma de realización de la invención, factor VII modificado abarca aquellos polipéptidos que muestran al 
menos aproximadamente 25%, al menos aproximadamente 50%, al menos aproximadamente 75%, al menos 
aproximadamente 8 0%, a l m enos a proximadamente 90% , al menos aproximadamente 100%, al m enos 30 
aproximadamente 110%, o al menos aproximadamente 120% de la afinidad de TF-unión específica de factor VIIa de  
tipo salvaje, cuando se evalúa en uno o más ensayos de unión TF como se describe en la presente especificación. En 
una forma de realización preferida, los antagonistas de TF muestran al menos aproximadamente 75% de la afinidad de 
enlace de factor VIIa de t ipo salvaje. El término "actividad de enlace de TF", como se ut iliza en este caso, significa la 
capacidad de un polipéptido FVlla o a ntagonista de T F para inhibir la unión de 125I-FVIIa humano recombinante a TF 35 
humano de superficie celular. La actividad de enlace de TF puede medirse, por ejemplo, como se describe en el ensayo 
3 (de la presente especificación). En otra forma de realización, factor VII modificado abarca aquellos polipéptidos que 
muestran menos de aproximadamente 25%, más preferiblemente menos de aproximadamente 10%, o 5%, o 3%, o 2%, 
y de f orma m ás preferida m enos de aproximadamente 1  %  d e l a act ividad específica de f actor VIIa de t ipo s alvaje, 
cuando se evalúan en uno o  más de un ensayo de  coagulación, ensayo de generación de F IXa o FXa, amidólisis o 40 
ensayo de proteólisis como se describe en los ensayos 1-2 y 4-7 de la presente descripción. 
 
[0022] Los términos "sitio activo" o "sitio catalítico", cuando se usan aquí con referencia a FVIIa, se refieren al sitio de 
unión de sustrato de zimógeno y catalítico, incluyendo el sitio "S1" de FVlla como el término definido por Schecter, I. and 
Berger, A., (1967) Biochem. Biophys. Res. Commun. 7:157-162. 45 
 
[0023] E l si tio catalítico d e proteínas del f actor V II hum ano y bovino comprende l os aminoácidos Ser344; A sp242 y 
His193 (numeración de subíndice indicando la posición en la secuencia) que forman un catalítico denominado "tríada". 
Los sitios catalíticos en el factor V II de ot ras especies mamíferas pueden determinarse usando técnicas actualmente 
disponibles incluyendo, entre otros, aislamiento de proteína y análisis de secuencia de aminoácidos. Sitios catalíticos 50 
pueden det erminarse t ambién al ineando una se cuencia co n l a se cuencia d e ot ras serina pr oteasas, par ticularmente 
quimiotripsina, cu yo si tio ac tivo ha s ido d eterminado previamente ( Sigler et al ., J. Mol. Biol., 35:143-164 (1968), 
incorporado aquí como referencia, y desde ahí determinando dicho al ineamiento los residuos de si tio act ivo análogos. 
Así, como se usa aquí, factor VII modificado abarca polipéptidos del factor VII derivados de cualquier especie mamífera. 
 55 
[0024] La modificación de l a actividad catalítica del f actor VIIa se  puede efectuar de varias maneras, i ncluyendo, si n 
limitación, derivatización química, reacciones enzimáticas o por substitución, inserción o deleción de aminoácidos. 
 
[0025] En una forma de r ealización, la act ividad catalítica del factor VIIa se inhibe por derivatización química del s itio 
catalítico, o t ríada. L a der ivatización se  p uede r ealizar a l r eaccionar f actor VII co n un i nhibidor i rreversible co mo un 60 
compuesto de organofósforo, un sulfonil f luoruro, una cetona de halometilo peptídica o un azapéptido, o p or acilación, 
como ejemplos no l imitativos. Inhibidores incluyen, sin limitación, clorometilcetonas peptídicas o peptidil clorometanos; 
azapéptidos; agentes acilantes como varios derivados de guanidinobenzoato y 3-alcoxi-4-cloroisocumarinas; sulfonil 
fluoruros como f enilmetilsulfonilfluoruro ( PMSF); di isopropilfluorofosfato ( DFP); t osilpropilclorometil ce tona ( TPCK); 
tosilisilclorometil ce tona ( TLCK); ni trofenilsulfonatos; i nhibidores de proteasa het erocíclicos como i socumarinas y 65 
cumarinas. 
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[0026] H alometilcetonas peptídicas preferidas incluyen P he-Phe-Arg cl orometilcetona ( FFR-cmk), D -Phe-Phe-Arg 
clorometilcetona (D-FFR-cmk), Phe-Pro-Arg clorometilcetona (FPR-cmk), D-Phe-Pro-Arg clorometilcetona (D- FPR-cmk) 
(ver patente US n° 4,318,904 incorporada aquí como referencia), L-Glu-Gly-Arg clorometilcetona (EGR- cmk) y D-Glu-
Gly-Arg cl orometilcetona (D -EGR-cmk), D ansil-Phe-Phe-Arg cl orometilcetona, Dansil-D-Phe-Pro-Arg cl orometilcetona, 5 
Dansil-Phe-Pro-Arg cl orometilcetona, D ansil-D-Phe-Pro-Arg cl orometilcetona, D ansil-L- Glu-Gly-Arg cl orometilcetona y 
Dansil-D-Glu-Gly-Arg clorometilcetona. 
 
[0027] E n l a f orma de r ealización don de l a m olécula d el f actor V II m odificado est á en f orma act ivada, es posible 
modificar FVIIa reaccionado con un inhibidor de serina proteasa. En una forma de realización, el inhibidor de proteasa 10 
es un compuesto de organofósforo, un su lfanil fluoruro, una ha lometil cetona peptídica, o un aza péptido. En una forma 
de realización, el inhibidor de proteasa es una halometil cetona peptídica seleccionada de Phe-Phe-Arg clorometilcetona 
(FFR-cmk), D -Phe-Phe-Arg c lorometilcetona ( D-FFR-cmk), Ph e-Pro-Arg cl orometilcetona ( FPR-cmk), D -Phe-Pro-Arg 
clorometilcetona (D- FPR-cmk), L -Glu-Gly-Arg clorometilcetona (EGR-cmk) y D-Glu-Gly-Arg clorometilcetona (D-EGR-
cmk), D ansil- Phe-Phe-Arg cl orometilcetona, Dansil-D-Phe-Pro-Arg cl orometilcetona, D ansyl-L-Glu-Gly-Arg 15 
clorometilcetona, Dansil-D-Glu-Gly-Arg clorometilcetona, Dansil-L-Glu-Gly-Arg clorometilcetona y  D ansil-D-Glu-Gly-Arg 
clorometilcetona. En una f orma de r ealización, el inhibidor de proteasa es una h alometil cetona peptídica seleccionada 
de D ansil-L-Phe-Pro-Arg cl orometilcetona, D ansil-L-Glu-Gly-Arg cl orometilcetona, D ansil-L-Phe-Phe-Arg 
clorometilcetona y L -Phe-Phe-Arg c lorometilcetona, D ansil-D-Phe-Pro-Arg cl orometilcetona, D ansil-D-Glu-Gly-Arg 
clorometilcetona, Dansil-D-Phe-Phe-Arg cetona de clorometilo y D-Phe-Phe-Arg clorometilcetona. En una forma de 20 
realización, el inhibidor de proteasa es D-Phe-Phe-Arg clorometilcetona (FFR-FVIIa). 
 
[0028] D ebe entenderse q ue cu ando l a de signación " D" precede i nmediatamente una abr eviación d e l etra p ara un 
aminoácido como se muestra arriba, este aminoácido es el d-enantiómero no natural. 
 25 
[0029] En otras formas de realización, la actividad catalítica de factor VIIa se inhibe por substitución, inserción o deleción 
de am inoácidos. E n una s erie de f ormas de r ealización, un a o m ás sustituciones de am inoácido se hac en e n l a 
secuencia de  aminoácidos de l a t ríada c atalítica d el f actor V II, def inida aq uí co mo l as regiones que co ntienen l os 
aminoácidos que contribuyen en el sitio catalítico del factor VIIa. Las sustituciones, inserciones o deleciones en la tríada 
catalítica están generalmente en o adyacentes a los aminoácidos que forman el sitio catalítico. En proteínas del factor 30 
VII humano y bovino, los aminoácidos que forman una "tríada" catalítica son Ser344; Asp242 y His193 (numeración de 
subíndice i ndicando pos ición en e l f actor V II hum ano de t ipo sa lvaje). L os sitios catalíticos en el f actor V II de ot ras 
especies mamíferas pueden determinarse usando técnicas actualmente disponibles incluyendo, entre otros, aislamiento 
de pr oteína y análisis de se cuencia de a minoácidos. S itios catalíticos pued en det erminarse t ambién al ineando una 
secuencia con la secuencia de otras serina proteasas, particularmente quimiotripsina, cuyo sitio activo se ha 35 
determinado previamente (Sigler et al., J. Mol. Biol., 35:143-164 (1968), incorporado aquí como referencia), y desde ahí 
determinando dicho alineamiento los residuos de sitio activo análogos. 
 
[0030] Las sustituciones de aminoácido, i nserciones o d eleciones se h acen par a pr evenir o, d e ot ra m anera, i nhibir 
activación por el factor VIIa de factores X y/o IX. El factor VII así modificado debería, no obstante, retener también la 40 
capacidad par a co ncurrir co n f actor V II y /o f actor V IIa auténticos para uni ón a f actor t isular e n l a co agulación en 
cascada. E sta co mpetición pue de det erminarse f ácilmente m ediante, por  ej emplo, un  ensa yo d e co agulación o un 
ensayo de enlace de competición como se describe en la presente especificación, usando, por ejemplo, una línea 
celular con factor tisular de superficie de la célula, como la línea de célula de carcinoma de vejiga humano J82 (Sakai et 
al. J. Biol. Chem. 264: 9980-9988 (1989)). 45 
 
[0031] E n la p resente invención, se  pr efiere ca mbiar so lo un ú nico a minoácido, m inimizando así  la pr obabilidad de  
aumentar l a a ntigenicidad d e l a m olécula o i nhibir s u ca pacidad p ara unión a  factor tisular. N o o bstante, dos  o m ás 
cambios en aminoácidos (sustituciones, adiciones o deleciones) pueden hacerse y combinaciones de s ustitución(es), 
adición(es) y deleción(es) pueden también hacerse. Los aminoácidos que forman el sitio catalítico en el factor VII, como 50 
Ser344, Asp242 y His193 en el factor VII humano y bovino, pueden sustituirse también o eliminarse. En una forma de 
realización preferida para factor VII humano y bovino, Ser344 se sustituye preferiblemente con Ala, pero Gly, Met, Thr u 
otros aminoácidos pueden sustituirse también. Se prefiere reemplazar Asp con Glu y reemplazar His con Lys o Arg. En 
general, sustituciones se eligen para interrumpir l a est ructura de la proteína terciaria lo menos posible. E l modelo de 
Dayhoff et al. (en Atlas of Protein Structure 1978, Nat. Biomed. Res. Found. Washington, D.C.), incorporado aquí como 55 
referencia, se puede utilizar como una guía en la selección de otras sustituciones de aminoácido. Uno puede introducir 
alteraciones de residuo como se ha descr ito anteriormente en el  si tio catalítico de l a secuencia del factor VII humano 
apropiada, bov ino u otras especies y probar l a pr oteína resultante par a un n ivel d eseado de i nhibición d e act ividad 
catalítica y actividad anticoagulante resultante como se describe en este caso. 
 60 
[0032] E n f ormas de r ealización pr eferidas de f actor V II hum ano y V II bovi no, si tio activo d el r esiduo de S er344 se 
modifica, se sustituye con Gly, Met, Thr, o más preferiblemente, Ala. Esta sustitución podría hacerse separadamente o 
en combinación con sustitución(es) en otros sitios en la tríada catalítica, que incluye His193 y Asp242. 
 
[0033] Ejemplos no limitativos de factor VII modificado con actividad biológica sustancialmente reducida relativo a factor 65 
de tipo salvaje VII incluyen R152E-FVIIa (Wildgoose it et al., Biochem 29:3413-3420, 1990), S344A-FVIIa (Kazama et 
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al., J. Biol. Chem. 270:66-72, 1995 ), FFR-FVlla (Holst et al., Eur. J. Vasc. Endovasc. Surg. 15:515-520, 1998), y factor 
VIIa carente del dominio Gla, (Nicolaisen et al., FEBS Letts. 317:245-249, 1993). Ejemplos no limitativos también 
incluyen FVIIa humano, que tiene el residuo de lisina en la posición 341 sustituido por otro residuo de aminoácido; FVlla 
humano, que tiene el residuo de serina en la posición 344 sustituido por otro residuo de aminoácido; FVlla humano, que 
tiene el residuo de ácido aspártico en la posición 242 sustituido por otro residuo de aminoácido; FVlla humano, que tiene 5 
el residuo de histidina en la posición 193 sustituido por otro residuo de aminoácido; FVII-(K341A); FVII-(S344A); FVII-
(D242A); FVII-(H193A); Phe-Phe-Arg-FVII (FFR- FVII), D-Phe-Phe-Arg-FVII (D-FFR-FVII), Phe-Pro-Arg-FVII (FPR-FVII), 
D-Phe-Pro-Arg-FVII (D -FPR-FVII), L -Glu-Gly-Arg-FVII (EG R-FVII) and D -Glu-Gly-Arg-FVII (D -EGR-FVII), D ansil-Phe-
Phe-Arg-FVII, D ansil-D-Phe-Phe-Arg-FVII, D ansil-Phe-Pro- Arg-FVII, D ansil-D-Phe-Pro-Arg-FVII, D ansil-L-Glu-Gly-Arg-
FVII y  Dansil-D-Glu-Gly-Arg-FVII. E jemplos no limitativos de polipéptidos del f actor VII quí micamente m odificados y 10 
variantes de secuencia se describen, por ejemplo, en la patente US n° 5,997,864. 
 
[0034] Por otra parte, el término "factor VII modificado" se refiere a moléculas del factor VII modificado que derivan de 
animales, como seres humanos o producidos por medios sintéticos y/o recombinantes. 
 15 
[0035] En una forma de realización, la molécula del factor VII modificado es factor VIIa, preferiblemente factor VII bovino 
o humano, que se modifica por el inhibidor de proteasa D-Phe-Phe-Arg clorometilcetona. 
 
[0036] E n u na f orma de r ealización, l a m olécula d el f actor V II m odificado es factor V IIa hum ano de t ipo sa lvaje 
modificado por el inhibidor de proteasa D-Phe-Phe-Arg clorometilcetona. 20 
En que forma de realización, la molécula del factor VII modificado se abrevia FFR- FVIIa. 
 
[0037] Como se ut iliza en este caso, concentración de FFR-FVIIa se expresa convenientemente como mg/ml o como 
U/ml, con 1 mg/ml aproximadamente equivalente a 20 U/ml. 
 25 
[0038] E l polipéptido d el f actor V II m odificado puede estar presente en una concentración de aproximadamente 0,1 
mg/ml a aproximadamente 10,0 mg/ml, como de aproximadamente 0,5 a aproximadamente 8,0 mg/ml, de 
aproximadamente 0,5 a aproximadamente 5,0 mg/ml, o de aproximadamente 1,0 mg/ml a aproximadamente 5,0 mg/ml. 
 
[0039] Como se utiliza en este caso, "estabilización" abarca minimización de la formación de agregados (soluble y/o 30 
insoluble) y/o degradación q uímica al  igual que provisión de m antenimiento d e pH  y conformación apropiada de l a 
proteína durante almacenamiento o producción de las composiciones, de modo que retención sustancial de actividad 
biológica y estabilidad d e p roteína se  mantienen. P or ot ra par te, e stabilización t ambién abarca lioprotección y 
crioprotección de la proteína durante producción de las composiciones a condiciones de liofilización. 
 35 
[0040] E l t érmino " estabilidad est ructural" o " estabilización est ructural" abarca l a c apacidad p ara f ormar un t apón o  
pastel l iofilizado con bu enas propiedades y apar iencia, por  ejemplo, de manera que est e n o t iene un co lapso y se 
disuelve fácilmente antes de uso. 
 
[0041] Un producto estable en el almacenamiento es un producto que se estabiliza sobre almacenamiento a 40 
temperaturas entre 5°C - 50°C y permanece dentro de especificaciones de producto preseleccionadas para un periodo 
de tiempo predeterminado, frecuentemente varios meses. 
 
[0042] E stabilidad f ísica s e r efiere a l a f ormación ( o f alta) de agregados solubles y/o i nsolubles en f orma d e f ormas 
poliméricas, diméricas y oligoméricas de factor VII modificado al igual que cualquier deformación estructural y 45 
desnaturalización de la molécula. 
 
[0043] La estabilidad química se refiere a la formación (o falta) de cualquier cambio químico en el factor VII modificado 
sobre almacenamiento en est ado disuelto o  só lido a condiciones aceleradas. Por ejemplo no l imitativo son h idrólisis, 
desamidación y oxidación. Particularmente, los aminoácidos con azufre son propensos a oxidación con la formación de 50 
los sulfóxidos correspondientes. 
 
[0044] El término "crioprotectores", como se utiliza en este caso, incluye generalmente agentes, que proporcionan 
estabilidad a la proteína de tensiones inducidas por la congelación. Ejemplos no limitativos de crioprotectores incluyen 
polioles, co mo, por  ej emplo, m anitol, e incluyen sa cáridos, co mo, por  ej emplo, sa carosa, al  igual que incluye 55 
tensioactivos, como, por  ej emplo, p olisorbato, po loxámero o polietilenglicol y si milares. Los crioprotectores también 
contribuyen a la tonicidad de las formulaciones. 
 
[0045] El término "lioprotector", como se utiliza en este caso, incluye agentes que proporcionan estabilidad a la proteína 
durante eliminación de agua sobre el proceso de secado del proceso de liofilización, como, por ejemplo, manteniendo la 60 
conformación apropiada de la proteína. Ejemplos no limitativos de lioprotectores incluyen sacáridos, particularmente di- 
o trisacáridos. Los crioprotectores pueden también tener efectos lioprotectores. 
 
[0046] E l t érmino " agente adecuado par a m antener e l pH e n el  i ntervalo de 4 a 7" ab arca a quellos agentes que 
mantienen la solución en u n i ntervalo de pH  ace ptable ent re 4, 0 a 7,0. E jemplos típicos no l imitativos de a gentes 65 
capaces de m antener el  pH dentro de un i ntervalo de 4 a 7 so n ci trato ( sodio o p otasio), ace tato ( amonio, so dio o 
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calcio), histidina (L- histidina), malato, fosfato (sodio o potasio), ácido tartárico, ácido succínico, MES, HEPES, imidazol, 
TRIS, lactato, glutamato y glicil-glicina. 
 
[0047] E l t érmino "pastel liofilizado", c omo se ut iliza en  e ste ca so, abarca l a co mposición s ólida o btenida s obre e l 
tratamiento de una c omposición disuelta o al m enos parcialmente di suelta baj o co ndiciones implicando al  m enos un 5 
paso de e nfriamiento d e d icha co mposición di suelta/parcialmente d isuelta a hi elo s eguida de al m enos un pas o de 
secado al vacío. 
 
[0048] EL "liofilización” abarca un proceso durante e l que el  líquido se quita de una composición d isuelta o al menos 
parcialmente disuelta bajo condiciones i mplicando al menos u n p aso d e c ongelación d e la s olución d isuelta o 10 
parcialmente disuelta a hielo seguido de secado al vacío. La liofilización es el proceso más común para hacer fármacos 
de proteína sólidos. El proceso consiste en dos pasos mayores: congelación de una solución de proteína y secado del 
sólido congelado al vacío. El paso de secado se divide posteriormente en dos fases: secado primario y secundario. El 
secado primario retira el agua congelada (sublimación de hielo) y el secado secundario retira el agua "unida" no 
congelada (desorción de agua). Análisis más detallado de cada paso de liofilización se provee en, por ejemplo, Wang et 15 
al, International Journal of Pharmaceutics 203 (2000): 1-60  (ver sección 4, página 16 ff.). 
 
[0049] T ípicamente, u na c omposición se  l iofiliza r ellenando e n vi ales, co ngelando en los estantes del liofilizador, 
después de lo cual un vacío se establece y los estantes calentados para implementar secado primario (o sublimación de 
hielo). Luego, secado secundario (o desorción de agua sorbida) se desarrolla a una temperatura más alta hasta que la 20 
finalización del proceso, es decir, donde la composición contiene un contenido suficientemente bajo de humedad (agua). 
Métodos para liofilización se conocen generalmente en la técnica, ver, por ejemplo, Wang et al, International Journal of 
Pharmaceutics 203 (2000): 1 -60. E stá en  la habilidad común d el pr ofesional p ara opt imizar l as co ndiciones de 
liofilización t eniendo en cu enta t emperatura(s), t iempo(s) a ca da t emperatura, y t ambién pr esión q ue d ebe us arse 
durante el proceso para una composición específica. 25 
 
[0050] El término "contenido de humedad" se entiende que abarca agua asociada al producto, incluyendo, sin limitación, 
agua en f orma adso rbida, co mo ag ua no congelada at rapada en o a dsorbida e n l a f ase de so luto co ngelada y/o 
asociada a  l a f ase amorfa o adsorbida al só lido cr istalino. E l t érmino " contenido de ag ua" se us a de f orma 
intercambiable con "contenido de humedad". El nivel de humedad residual deseado (contenido de humedad) en una 30 
función de la duración y la temperatura del paso de secado secundario. Varios métodos para determinar el contenido de 
humedad residual durante liofilización se conocen en la técnica; por ejemplo, un higrómetro electrónico o un analizador 
de gas residual pueden ut ilizarse. E l co ntenido de hum edad d e f ormulaciones liofilizadas se  puede determinar po r 
diferentes métodos conocidos en la técnica, como, por ejemplo, pérdida-en-secado, valoración de Karl Fischer, análisis 
termogravimétrico (TGA), cromatografía de gases (GC), o cerca de IR (ver, por ejemplo Wang et al, international Journal 35 
of Pharmaceutics 203 (2000): 1-60). Métodos para determinación del contenido de agua (contenido de humedad) se 
describen también en las farmacopeas europeas y estadounidenses. Por ejemplo, determinación del contenido de agua 
se puede realizar por valoración colorimétrica de Karl Fischer como se describe en la farmacopea estadounidense (USP 
<921, Ic>) o en la famacopoea europea (EP <2.5.32>)). En resumen, el método es el siguiente: 
Determinación de contenido de agua por valoración colorimétrica: la reacción Karl Fischer se usa en la determinación 40 
colorimétrica de agua basada en l a reacción cuantitativa de ag ua con d ióxido de az ufre y yodo en u n medio anhidro. 
Yodo se produce electroquímicamente en la célula de reacción por oxidación de yoduro. El yodo producido en el ánodo 
reacciona inmediatamente con el agua y el dióxido de azufre contenido en la célula de reacción. La cantidad de agua en 
la sustancia es directamente proporcional a la cantidad de electricidad hasta el punto final de valoración. Cuando todo el 
agua en la cé lula s e ha c onsumido, el  p unto f inal se  a lcanza y así u n e xceso de yodo aparece que es detectado 45 
electrométricamente, i ndicando así  e l p unto f inal. E l p orcentaje d e co ntenido de a gua pr esente e n l a s ustancia se  
calcula luego. 
 
[0051] El contenido de humedad se puede definir en cuanto al peso de la muestra en el vial en el tiempo de análisis (es 
decir, sólidos más el agua presente llamada base de peso en húmedo) o se puede definir en términos donde este se 50 
corrige para el  agu a m edida en l a m uestra (es decir, b ase de p eso en seco). E n ca so de pr oductos liofilizados con 
contenido de humedad bajo las dos mediciones (base de peso en húmedo frente a base de peso en seco) produjeron 
resultados muy similares. Como se utiliza en este caso, contenido de humedad se define en cuanto a los sólidos más el 
agua presente (es decir, base de peso en húmedo). 
 55 
[0052] El término "agente de carga" generalmente incluye agentes, que proporcionan buenas propiedades de pastel 
liofilizado, que forman un producto farmacéuticamente elegante, que ayudan a la proteína a superar varias tensiones, 
corte/congelación, por ejemplo, asociados a procesos de liofilización, y que ayudan a mantener niveles de actividad de 
proteína durante el  pr oceso de l iofilización y a lmacenamiento p osterior. E jemplos no l imitativos de a gentes de carga 
incluyen manitol, glicina, sacarosa, lactosa. Estos agentes pueden contribuir también a la tonicidad de las formulaciones. 60 
 
[0053] El término "modificador de tonicidad" abarca cualquier agente capaz de contribuir a la osmolalidad de la solución, 
ajustando así  la tonicidad de la composición, de m anera que sobre la d isolución de la composición durante el  uso, la 
composición t iene una t onicidad en el intervalo f isiológico de la s angre, l íquido peritoneal u otros líquidos biológicos 
pertinentes. Obviamente, la tonicidad puede también depender en si la solución de reconstitución comprende agentes 65 
de modificadores de tonicidad. 
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[0054] E l t érmino " tensioactivos" ge neralmente i ncluye aquellos agentes, que pr otegen a la pr oteína de t ensiones 
inducidas por interfaz de aire/solución y tensiones inducidas por solución/superficie. Por ejemplo tensioactivos pueden 
proteger a la proteína de agregación. Tensioactivos adecuados pueden incluir, sin limitación, polisorbato como Tween 
20, Tween 80, o poloxámero como poloxámero 188 o 407, y otros polímeros en bloque de etileno/polipropileno o 5 
polietilenoglicol ( PEG) co mo P EG8000. D etergentes preferidos son p oloxámeros, p or ej emplo, p oloxámero 1 88, 
poloxámero 407, alquil éteres, por  ejemplo Cremofor A25, Sympatens ALM/230;/ALM/230 y polisorbatos/Tweens, po r 
ejemplo, polisorbato 20, polisorbato 80. Más preferidos son poloxámeros, por ejemplo, poloxámero 188, y Tweens, por 
ejemplo, Tween 20 y Tween 80. 
 10 
[0055] El término "contenido teórico" se refiere a la cantidad de factor VII modificado añadido a una composición durante 
la preparación. La concentración dada aquí (mg/ml) se refiere a la concentración en la solución de factor VII modificado 
antes de liofilización o se refiere como % p/p (peso/peso), que luego se refiere a la concentración en el pastel liofilizado. 
 
[0056] Como se ut iliza en  este ca so, ca ntidades específicas se entienden que so n ±  aproximadamente 10 %; así 15 
aproximadamente 50 mM incluye 50 mM ± 5mM, 4% incluye 4% ± 0,4%, etc. 
 
[0057] C omo se  decl ara ar riba, l a pr esente i nvención pr oporciona m étodos y c omposiciones para est abilización de 
proteínas del f actor V II m odificado, per mitiendo así  al macenamiento a l argo pl azo si n ca usar r iesgo aum entado e 
inconveniente al usuario. 20 
 
[0058] Los pr esentes investigadores han d escubierto q ue un número de par ámetros cruciales necesita a justarse e n 
estabilización del factor VII modificado. Como un primer parámetro se refiere, al menos en parte, el contenido de 
humedad, p or ej emplo, ag ua. E l co ntenido de h umedad de bería se r l imitado. C omo ot ro par ámetro ese ncial, l a 
composición debería incluir un agente adecuado para mantener el pH dentro de pH 4 a 7. 25 
 
[0059] Así, en un primer aspecto, la invención se refiere a una composición comprendiendo: 
i) factor VII modificado; 
ii) un agente adecuado para mantener el pH de dicha composición en el intervalo de 4 a 7 cuando dicha composición se 
disuelve en agua; y 30 
iii) un contenido de humedad de como mucho 3%. 
 
[0060] El factor VII modificado que se puede formular conforme a la presente invención se describe anteriormente. En 
formas de realización adecuadas de la invención, el factor VII modificado se selecciona del grupo consistente en dansil-
EGR-FVIIa, dans il-EGR-FVII, FFR -FVlla, F FR-FVII, PPA -FVIIa, PPA-FVII, S er344-FVIIa a nd S er344-FVII. 35 
Preferiblemente, el factor VII modificado es FFR-FVIIa o FFR-FVII. 
 
[0061] Como se declara, el pH debería mantenerse en el intervalo de pH dentro de 4 a 7 cuando se disuelve en el agua. 
Ventajosamente, est e m argen d e p H est á también e n e l intervalo f isiológico deseado, ca usando así  ni ngún d año al 
usuario sobre administración de la composición por medios parentales. Preferiblemente el pH de la solución es de 5,0 a 40 
7,0, de 5,5 a 7,0 o de 5,8 a 6,8, como cercano a un pH de 6,0 y 6,5. 
 
[0062] A lgunos de l os agentes adecuados para m antener el  pH  en el i ntervalo deseado necesitan añ adirse e n 
cantidades limitadas para co nseguir el  p H dese ado. P or ej emplo, cu ando e l age nte es glicil-glicina, su  co ntenido 
necesita ajustarse. 45 
 
[0063] Así, en todavía otras formas de realización interesantes, donde el agente adecuado para mantener el pH de 
dicha composición en el intervalo de 4 a 7 es glicil-glicina, está presente en una cantidad de como mucho 7 mg/ml. 
Por consiguiente, en formas de realización adecuadas de esta, el agente adecuado para mantener el pH en el intervalo 
de 4 a 7 s e selecciona del grupo consistente en ci trato, histidina, malato, fosfato, ácido tartárico, ácido succínico, MES, 50 
HEPES, imidazol, TRIS, lactato, glutamato y glicil-glicina, con la condición de que cuando dicho agente es glicil-glicina, 
está presente en una cantidad de como mucho 7 mg/ml. 
 
[0064] E n ot ras formas de r ealización r elacionadas aquí, l a ca ntidad d e glicil-glicina es tá i ncluso m ás r estringida, de 
manera que la cantidad de glicil-glicina es de como mucho aproximadamente 4 mg/ml, preferiblemente de como mucho 55 
aproximadamente 3 mg/ml, de forma más preferida de como mucho aproximadamente 2 mg/ml. 
 
[0065] Además, el agente adecuado para mantener el pH en el intervalo de 4 a 7 puede también ser una mezcla de al 
menos dos de estos agentes enumerados, donde la mezcla es capaz de proporcionar un valor de pH en el intervalo 
definido. La concentración de los agentes adecuados está en e l intervalo de a proximadamente 1 mM a 100 mM; de 1 60 
mM a aproximadamente 50 mM; de aproximadamente 1 mM a aproximadamente 25 mM; de aproximadamente 2 mM a 
aproximadamente 20 mM; o aproximadamente 10 mM. 
 
[0066] Como se declara arriba, el contenido de humedad debería ser limitado. Así, en formas de realización adecuadas 
de la invención, el contenido de humedad está a como mucho 2% p/p, de forma más preferida a como mucho 1% p/p. 65 
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[0067] Típicamente, proteínas del factor VII modificado, cuando se proporcionan en masa, están en forma líquida. Así, 
además procesamiento de las proteínas en masa para la fabricación de composiciones requiere los pasos de adición de 
excipientes adecuados y eliminación del líquido de la masa, dicha adición de excipientes se puede llevar a cabo antes o 
después de la eliminación del líquido. Un medio para la eliminación de líquido de una proteína se refiere a l iofilización. 
Por lo tanto, en una forma de realización preferida de la presente invención, la composición está en forma de un pastel 5 
liofilizado. 
 
[0068] Así, en formas de realización adecuadas según la invención, la composición comprende además, crioprotectores 
lioprotectores y/o agentes de carga. En una forma de realización de esta, la composición comprende además un alcohol 
de azú car se leccionado de l gr upo co nsistente en m anitol, so rbitol y xilitol. E n ot ra f orma de r ealización d e est a, l a 10 
composición c omprende ad emás un sa cárido se leccionado d el grupo consistente e n sa carosa, d extrosa, lactosa, 
maltosa, trehalosa, ciclodextrinas, maltodextrinas y dextranas. 
 
[0069] T ípicamente, el  co ntenido de c rioprotectores, l ioprotectores y agentes de c arga necesitan a justarse 
adecuadamente para contribuir a la estabilidad de proteínas del factor VII modificado durante liofilización y después de 15 
terminación de liofilización, durante almacenado a varias condiciones. 
 
[0070] Los presentes investigadores han descubierto que el alcohol de azúcar debería estar en una cantidad que varía 
de a proximadamente 30% p/p a 95% p/p. P referiblemente, l a ca ntidad del al cohol d e az úcar debería va riar d e 
aproximadamente 35% p/p a 95% p/p, más preferiblemente de a proximadamente 40% p/p a 90 % p/p y de forma más 20 
preferida de aproximadamente 45% p/p a 90% p/p. 
 
[0071] Como se puede observar en e l e jemplo 3,  los presentes investigadores han proporcionado composiciones con 
contenido bajo de productos de degradación en la terminación del proceso de liofilización (menos de 24 horas después 
de terminación del proceso liofilización) incluyendo un contenido apropiado de manitol correspondiente a 40 mg/ml 25 
(concentración antes de liofilización). Así, las composiciones según la invención se caracterizan por tener un bajo 
contenido inicial de formas oxidadas y agregados antes de estar sometidos a almacenamiento. 
 
[0072] Típicamente, las composiciones se estabilizan en la terminación de la liofilización de manera que menos de 4% 
p/p del factor VII modificado se convierte en sus formas oxidadas, menos de 1% p/p se recupera como formas diméricas 30 
y formas poliméricas de orden mayor no se detectan usando métodos convencionales analíticos (como, por ejemplo, los 
métodos descritos en el ejemplo 2 de la presente descripción). 
 
[0073] P or otra p arte y ventajosamente, l as composiciones de la invención so n estables en almacenamiento, p or 
ejemplo, menos de 5% p/p, como 4%, 3%, o 2,5%, del factor VII modificado se convierte en una forma oxidada y menos 35 
de 5% p/p, como 4%, 3%, o 2,5% se convierte en una forma dimérica sobre almacenamiento a 25 °C durante 12 meses 
a oscuras, o 2,5% se convierte en forma dimérica sobre almacenamiento a 25 °C durante 12 meses a oscuras. 
 
[0074] Los presentes investigadores proporcionan datos aquí indicando que además degradación de factor VII 
modificado es mínima sobre almacenamiento bajo condiciones ambientales. Como se puede observar en el ejemplo 4, 40 
el aumento es de manera que menos de 2% p/p de factor VII modificado, como aproximadamente 1% p/p se recupera 
como formas oxidadas de factor VII modificado además del contenido inicial de dichas formas oxidadas presentes sobre 
terminación de liofilización. Por otra parte, menos de 2% p/p, como aproximadamente 1% p/p de factor VII modificado se 
recupera adicionalmente como formas diméricas sobre almacenamiento durante 12 meses a 25°C. De gran importancia, 
ningún aumento en el contenido de formas poliméricas se monitoreó durante dicho almacenamiento a 25°C durante 12 45 
meses. 
 
[0075] T al y como se  m enciona, l a d egradación de f actor V II m odificado puede s uponer o xidación a l i gual que 
agregación. No obstante, la ruta oxidante resultó ser más sensible a almacenamiento por lo que las formas oxidadas de 
factor VII modificado son útiles como un parámetro indicador de estabilidad. 50 
 
[0076] Así, en algunas formas de realización, la invención se refiere a una composición que es estable en el 
almacenamiento de la composición durante 12 meses a 25 °C, de manera que formas oxidadas de dicho factor VII 
modificado están en una cantidad de como máximo aproximadamente 4% p/p en relación al contenido inicial teórico de 
dicho f actor V II m odificado. El co ntenido i nicial t eórico de d icho f actor V II m odificado es  l a c antidad añadida a l a 55 
composición en la preparación de la composición antes del paso de liofilización. Por optimización apropiada del 
contenido de cr ioprotectores, l ioprotectores y age ntes de ca rga, l as formas oxidadas de di cho f actor V II m odificado 
están e n un a ca ntidad d e como m ucho apr oximadamente 3,5% p/p, m ás preferiblemente d e como m ucho 
aproximadamente 3,0% p/p. En ot ra f orma de r ealización adecuada de esta, l as f ormas oxidadas de di cho factor V II 
modificado están en una cantidad de como mucho aproximadamente 2,5% p/p en relación al contenido inicial teórico de 60 
dicho factor VII modificado. 
 
[0077] Tal y como se menciona, la invención se refiere en parte para limitar la degradación de factor VII modificado del 
tiempo de fabricación de la composición sólida de factor VII modificado, por ejemplo, después de terminación de 
liofilización hasta el tiempo de uso, por ejemplo, al mismo tiempo cuando la composición debe administrarse a un 65 
paciente. P or lo t anto, se gún l a presente i nvención, co mposiciones adecuadas tienen un aumento l imitado e n e l 
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contenido d e f ormas oxidadas sobre al macenamiento dur ante l argo p lazo a c ondiciones ambientales. Q ue en  ot ras 
formas de realización, la composición es estable de manera que en el almacenamiento de la composición durante 12 
meses a 25 ° C, f ormas oxidadas de dicho f actor VII m odificado a umentan e n c ontenido en co mparación co n su 
contenido inicial por como mucho aproximadamente 2,0% p/p en relación al contenido inicial teórico de dicho factor VII 
modificado. En otras formas de realización adecuadas de esta, el aumento en el contenido de formas oxidadas está a 5 
como mucho aproximadamente 1,5% p/p, a como mucho aproximadamente 1,0% p/p, o preferiblemente a como mucho 
aproximadamente 0,5% p/p. El aumento en contenido de formas oxidadas expresa la cantidad de factor VII modificado 
recuperado como formas oxidadas sobre almacenamiento. 
 
[0078] Las composiciones según la invención son adecuadas también para almacenamiento a largo plazo a 25°C y 10 
pueden incluso poseer una estabilidad apropiada a condiciones causando degradación acelerada, como a temperaturas 
más altas, por ejemplo, a 45°C. 
 
[0079] E n otras formas de r ealización, l a co mposición es estable d e m anera q ue en el  almacenamiento de l a 
composición durante 18 meses a 25 °C, formas oxidadas de dicho factor VII modificado están en una cantidad a como 15 
mucho aproximadamente 4,5% p/ p e n relación al c ontenido i nicial t eórico d e di cho f actor V II m odificado. 
Preferiblemente, la cantidad de formas oxidadas está a como mucho aproximadamente 4,0 % p/p, más preferiblemente 
a como mucho aproximadamente 3,5% p/p, incluso más preferiblemente a como mucho aproximadamente 3,0% p/p de 
forma más preferida a como mucho aproximadamente 3,5% p/p. 
 20 
[0080] Q ue es  más que decir qu e l a co mposición es estable de m anera q ue el s iguiente a lmacenamiento de la 
composición durante 18 meses a 25 °C, formas oxidadas de dicho aumento factor VII modificado en el contenido en 
comparación con su contenido inicial por como mucho aproximadamente 2,8% p/p en relación al contenido inicial teórico 
de dicho factor VII modificado. En otras formas de realización de esta, el aumento corresponde a un aumento en el 
contenido de formas oxidadas en una cantidad de a como mucho aproximadamente 2,5% p/p y en formas de realización 25 
más preferidas de a como mucho aproximadamente 2,0% p/p. En todavía otras formas de realización, el aumento en el 
contenido de formas oxidadas es de como mucho aproximadamente 1,5% p/p, de forma más preferida de como mucho 
aproximadamente 1,0% p/p, como a como mucho aproximadamente 0,5 % p/p. 
 
[0081] Todavía otras formas de realización de la invención se refieren a donde la composición es estable de manera que 30 
en e l a lmacenamiento de l a composición durante 32  meses a 25 °C, formas oxidadas de dicho factor V II modificado 
están en una cantidad de como mucho aproximadamente 9,0% p/p en relación al contenido inicial teórico de dicho factor 
VII m odificado, pr eferiblemente en  un a cantidad de como m ucho apr oximadamente 8,0 %  p/p, i ncluso más 
preferiblemente de como mucho a proximadamente 7,0% p/ p, t odavía m ás preferiblemente de como mu cho 
aproximadamente 6% p/p, como aproximadamente 5% p/p, preferiblemente de como mucho aproximadamente 4% p/p, 35 
de forma más preferida como mucho aproximadamente 3% p/p. 
 
[0082] En todavía otras formas de realización, la composición es estable de manera que el siguiente almacenamiento de 
la composición durante 32 meses a 25 °C, formas oxidadas de dicho factor VII modificado aumentan en el contenido en 
comparación con su contenido inicial por como mucho aproximadamente 7,0% p/p en relación al contenido inicial teórico 40 
de d icho f actor V II m odificado, pr eferiblemente e n un a c antidad d e como m ucho apr oximadamente 6,0% p/ p, m ás 
preferiblemente de como mucho aproximadamente 5,0% p/p, t al como, como mucho aproximadamente 4% p/p y 3% 
p/p, incluso más preferiblemente de como mucho aproximadamente 2,0% p/p de forma más preferida de como mucho 
aproximadamente 1,0% p/p. 
 45 
[0083] En condiciones aceleradas, la composición todavía tiene estabilidad superior. Como tal, en otras formas de 
realización, la invención se refiere a una composición que es estable de manera que en el almacenamiento de la 
composición d urante 8 se manas a 45 ° C, f ormas oxidadas de di cho f actor V II m odificado están e n una c antidad de 
como m ucho aproximadamente 4% p/ p e n r elación al  contenido i nicial t eórico de  di cho f actor V II m odificado, 
preferiblemente e n una ca ntidad d e como mucho apr oximadamente 3,5% p/p, i ncluso m ás pr eferiblemente d e como 50 
mucho aproximadamente 3,0% p/p, de forma más preferida de como mucho aproximadamente 2,5% p/p. 
 
[0084] Por otra parte, el aumento de formas oxidadas después de terminación del proceso de liofilización está limitado. 
Así, en aún o tras formas de r ealización, la co mposición es estable de m anera q ue en el  almacenamiento de l a 
composición durante 8 semanas a 45 °C, formas oxidadas de dicho aumento del factor VII modificado en el contenido 55 
en comparación con su contenido i nicial por como mucho aproximadamente 2,0% p/p en relación al contenido inicial 
teórico de dicho factor VII modificado, preferiblemente en una cantidad de como mucho aproximadamente 1,5% p/p, 
incluso más preferiblemente de como mucho aproximadamente 1,0% p/p, incluso más preferiblemente de como mucho 
aproximadamente 0,8% p/p de forma más preferida de como mucho aproximadamente 0,5% p/p de formas oxidadas. 
 60 
[0085] Mejor estabilidad se consigue sobre almacenamiento a co ndiciones más frías como a 5° C. A esta temperatura, 
las composiciones pueden almacenarse también durante un periodo de tiempo más largo antes de la degradación de 
factor VII modificado es inadecuado. Como se puede observar en el  e jemplo 4, menos de apr oximadamente 1,5% p/p 
de factor VII modificado se degrada sobre almacenamiento durante 32 meses. 
 65 
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[0086] A sí, ot ras formas de r ealización de la i nvención s e r efieren a co mposiciones estables de m anera que e n el  
almacenamiento de la composición durante 32 meses a 5 °C, formas oxidadas de dicho factor VII modificado están en 
una cantidad de como mucho aproximadamente 5,0 % en peso en relación al contenido inicial teórico de dicho factor VII 
modificado, preferiblemente en una cantidad de como mucho aproximadamente 4,5% p/p, más preferiblemente de como 
mucho aproximadamente 4,0 % p/p, incluso más preferiblemente de como mucho aproximadamente 3,5 % p/p de forma 5 
más preferida de como mucho aproximadamente 3,0% p/p, como aproximadamente 2,5% p/p. 
 
[0087] A demás, en t odavía ot ras formas de r ealización, l a c omposición es estable de  m anera que el s iguiente 
almacenamiento de l a co mposición d urante 32 m eses a 5 ° C, f ormas oxi dadas de dicho aum ento del factor V II 
modificado en el  contenido en comparación con su  contenido i nicial por como mucho aproximadamente 2,5% p/p en 10 
relación a l co ntenido i nicial t eórico de  dicho f actor V II m odificado, pr eferiblemente en  una ca ntidad de como m ucho 
aproximadamente 2,0% p/p, más preferiblemente de como mucho aproximadamente 1,5% p/p, incluso más 
preferiblemente de como mucho aproximadamente 1,0% p/p, de forma más preferida de como mucho aproximadamente 
0,5% p/p. 
 15 
[0088] Como se ha mencionado anteriormente, la estabilidad mejorada se refiere, en parte, a  se lección adecuada de 
crioprotectores, lioprotectores y agentes de carga y a ajustar su contenido. Como se declara al menos un grupo de estos 
excipientes debería est ar pr esente e n l a composición d e l a i nvención par a co nseguir l a est abilidad apr opiada. No 
obstante, c omo se  d escubrió por  l os presentes investigadores, l a estabilidad es incluso m ás favorable s obre 
combinación de excipientes con las propiedades mencionadas anteriormente. Por lo tanto, formas de realización de la 20 
invención adecuadas se refieren a c omposiciones comprendiendo además un sacárido. Sacáridos de interés son di- y 
trisacáridos, p ero t ambién algunos polisacáridos de m anera qu e los sa cáridos p ueden s eleccionarse de l grupo 
consistente en sacarosa, dextrosa, lactosa, maltosa, trehalosa, ciclodextrinas, maltodextrinas y dextranos. 
 
[0089] Los presentes investigadores han reconocido la combinación apropiada de los polialcoholes y los sacáridos al 25 
igual que su contenido para, al menos en parte, conseguir estabilidad favorable. 
 
[0090] Así, en algunas formas de realización de la invención, el sacárido está presente en la composición en una 
cantidad que varía de aproximadamente 1% p/p a 45% p/p. En otras formas de realización interesantes de esta, la 
cantidad varía de aproximadamente 5% p/p a 40% p/p, de manera más interesante de aproximadamente 5% p/p a 35% 30 
p/p y más adecuadamente de aproximadamente 10% p/p a 30% p/p. 
 
[0091] De manera importante, la proporción entre el alcohol de azúcar y el sacárido necesita ajustarse debidamente. En 
algunas formas de realización de l a invención, dicho alcohol de azúcar está en u na proporción de peso en r elación a 
dicho sacárido que varía de aproximadamente 100:1 a 1:20. En otras formas de realización de esta, dicha proporción en 35 
peso es de aproximadamente 50:1 a 1:10, más preferiblemente de aproximadamente 20:1 a 1:5. En otras formas de 
realización, la proporción en peso se refiere a intervalos de aproximadamente 10:1 a 1:2 y de apr oximadamente 4:1 a 
1:2. N o obstante, co mo se  d escubrió por l os presentes i nvestigadores (véase ejemplo 5) , l a i ncorporación de pastel 
liofilizado co lapsado so bre i ncorporación de ca ntidades m ás altas de l os sacáridos. C omo t al, al gunas formas de 
realización se refieren a donde dicho alcohol de azúcar está en una proporción en peso en relación a dicho sacárido que 40 
varía de aproximadamente 3:1 a 1:1, como de aproximadamente 3:1 a 3:2. 
 
[0092] Por otra parte, la estabilidad favorable se refiere, al menos en parte, al contenido de dicho alcohol de azúcar y 
dicho sacárido en relación al contenido de dicho factor VII modificado. Por lo tanto, en otras formas de realización de la 
invención, l as co mposiciones comprendiendo f actor V II m odificado t ienen un a pr oporción en peso de f actor V II 45 
modificado en relación a l a suma de d icho alcohol de azúcar y dicho sacárido que va ría de apr oximadamente 1:200 a 
1:5. P referiblemente, l a pr oporción en p eso va ría de a proximadamente 1: 100 a 1: 8 y, m ás preferiblemente, de  
aproximadamente 1:75 a 1:10. En otras formas de realización, la proporción en peso varía de aproximadamente 1:60 a 
1:15, como de aproximadamente 1:50 a 1:20. 
 50 
[0093] En algunas formas de realización de la invención, el alcohol de azúcar es manitol y en todavía otras formas de 
realización, el sacárido es sacarosa. 
 
[0094] Así, en aquellas formas de realización, la proporción entre manitol y sacarosa es de m anera que dicho manitol 
está e n u na proporción e n peso  e n r elación a d icha sacarosa q ue varía d e a proximadamente 10:1 a 1: 10. Más 55 
interesante, dicha proporción es de aproximadamente 10:1 a 1: 5, todavía más interesante de aproximadamente 5:1 a 
1:2. No obstante, cuando la composición se provee como un pastel liofilizado, formas de realización muy adecuadas se 
refieren a aq uellas donde dicho m anitol es tá en un a pr oporción e n pe so en r elación a di cho sa cárido q ue va ría de 
aproximadamente 5:1 a 1: 1, de f orma más preferida de a proximadamente 4:1 a 5: 4, como de a proximadamente 3:1 a 
3:2. 60 
 
[0095] En ot ras formas de realización de la invención, dicho factor VII modificado está en una proporción en peso en 
relación a l a suma de d icho manitol y dicha sacarosa que varía de apr oximadamente 1:100 a 1: 5, preferiblemente de 
aproximadamente 1:75 a 1:10, m ás preferiblemente de aproximadamente 1: 60 a 1: 15, de f orma m ás preferida d e 
aproximadamente 1:50 a 1:20. 65 
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[0096] Como puede entenderse, la composición estabilizada según la presente invención está en forma sólida; es decir, 
la co mposición s e ha so metido a l iofilización. N o obst ante, est o implica que l a co mposición s e pr ovee or iginalmente 
como u n l íquido que de be l iofilizarse. P ara fines, a l m enos en p arte, d e es tabilizar la composición líquida antes de 
eliminación d e hum edad y para f ines de estabilizar l a co mposición sólida so bre a lmacenamiento, l a co mposición 
comprende un agente capaz de mantener el pH a un nivel óptimo para evi tar degradación. De gran importancia este 5 
margen de pH de 4-7 está también en el intervalo fisiológico de administración parental de la composición. 
 
[0097] O pcionalmente, l as composiciones pueden i ncluir un a ntioxidante. E l t érmino ant ioxidante abarca cu alquier 
sustancia que impide oxidación química del factor VII modificado. Así, en algunas formas de realización de la invención 
favorables, las composiciones además comprenden un antioxidante. Ejemplos no limitativos de antioxidantes adecuados 10 
incluyen ácido ascó rbico, ci steína, hom ocisteína, ci stina, cistationina, m etionina, g lutatión y péptidos co n cu alquier 
cisteína, homocisteína, ci stina, ci stationina, m etionina y glutatión, en p articular, pépt idos con d e 2  a 5 r esiduos de  
aminoácidos donde al menos uno de los residuos es residuo de cisteína, homocisteína, cistina, cistationina, metionina o 
glutatión. E n algunas formas de r ealización de esta, el  ant ioxidante es metionina, en par ticular L -metionina. El 
antioxidante s e i ncluye a  u na c oncentración de aproximadamente 0,01 a a proximadamente 5,0 m g/ml, co mo de 15 
aproximadamente 0, 1 a  a proximadamente 5, 0 m g/ml, d e a proximadamente 0,1 a aproximadamente 4,0 mg/ml, de 
aproximadamente 0,1 a 3,0 mg/ml, de aproximadamente 0,1 a aproximadamente 2,0 mg/ml, o de aproximadamente 0,5 
a aproximadamente 3, 0 mg/ml, de a proximadamente 1.0 a aproximadamente 2, 7 mg/ml, como aproximadamente 2,5 
mg/ml,. 
 20 
[0098] El antioxidante contribuye, al menos en parte, a estabilizar la composición durante el tiempo de almacenamiento 
proporcionando l a co mposición co n u n co ntenido d e hu medad de m ás del 3% , por  ej emplo, de l a t erminación del 
proceso de liofilización h asta uso . Como s e p uede observar e n el ejemplo 4,  el aumento e n f ormas o xidadas sobre 
almacenamiento de una composición comprendiendo metionina durante 32 meses a 25°C es 0,9 % en peso. 
 25 
[0099] Las co mposiciones pueden f ormularse a demás p or i ncorporación de ot ros excipientes farmacéuticamente 
aceptables para conseguir composiciones aceptables para administración parenteral, en particular, administración 
intravenosa. Métodos para preparar composiciones para administración parental se conocerán o serán evidentes a los 
expertos en la técnica y se describen con más detalle en, por ejemplo, Remington: The Science and Practice of 
Pharmacy, 19th ed., M ack Publishing C ompany, E aston, P A ( 1995). E l t érmino " excipientes" i ncluye r eactivos 30 
farmacéuticos aceptables para proporcionar buenas propiedades de pastel liofilizado (agentes de carga) al igual que 
proporcionar lioprotección y crioprotección de la proteína, mantenimiento de pH, mantenimiento de tonicidad aceptable 
al i gual qu e c onformación apropiada d e l a pr oteína durante al macenamiento de m odo q ue r etención su stancial de 
actividad biológica y estabilidad de proteína se mantienen. 
 35 
[0100] Así, según la invención, las composiciones además comprenden un m odificador de t onicidad. Modificadores de 
tonicidad incluyen, pero de forma no l imitativa, aminoácidos; pépt idos pequeños (p. ej., teniendo de 2 a 5 r esiduos de 
aminoácido); sales neutras; mono- o disacáridos; polisacáridos; polialcoholes, o una m ezcla de al menos dos de dichos 
modificadores. Ejemplos de modificadores de tonicidad incluyen, pero de forma no limitativa, cloruro sódico, cloruro de 
potasio, ci trato sódico, sacarosa, g lucosa, glicil-glicina y manitol. Normalmente, l os modificadores están presentes en 40 
una concentración de aproximadamente 1 a aproximadamente 500 mM; de aproximadamente 1 a aproximadamente 300 
mM; de apr oximadamente 10  a apr oximadamente 20 0 mM; o de apr oximadamente 20  a apr oximadamente 15 0 mM, 
dependiendo de los otros ingredientes presentes. Sales neutras como, por ejemplo, cloruro sódico o cloruro de potasio 
se pueden utilizar. Por "sal neutra" se entiende una sal que no es ni un ácido ni una base cuando se disuelve en 
solución acuosa. 45 
 
[0101] En una forma de realización, el modificador de tonicidad se selecciona del grupo consistente en acetato sódico, 
lactato sódico, cloruro sódico, cloruro de potasio y cloruro de calcio. También se nota que, estas composiciones pueden 
comprender concentraciones mucho más altas del agente modificador de tonicidad, puesto que la composición se hace 
isotónica antes de uso , por  e jemplo, co mposiciones en m asa no n ecesitan se r i sotónicas con el  i ntervalo f isiológico. 50 
Composiciones que d eben administrarse por i nyección o i nfusión deberían se r pr eferiblemente i sotónicas con s uero 
antes de uso (es decir, aproximadamente 300 ± 50 milliosmol/kg). 
 
[0102] Otra estabilización de la proteína liofilizada se puede obtener por la adición de tensioactivos. Así, en algunas 
formas de r ealización de  l a invención, l as co mposiciones comprenden ad emás un tensioactivo, el  tensioactivo se 55 
selecciona del grupo consistente en polisorbatos, por ejemplo, Tween®, como polisorbato 20 o 80, polioxietilen alquil 
éteres o po loxámeros, co mo pol oxámero 188 ( p. ej . P luronic®) o pol oxámero 407,  ( por ej emplo; Lut rol®) y ot ros 
polímeros en bloque de etileno/polipropileno o polietilenoglicol (PEG) como PEG8000. Típicamente, los tensioactivos se 
agregan en una cantidad de aproximadamente 0,005 a aproximadamente 5 m g/ml, como de aproximadamente 0,01 a 
aproximadamente 5.0 mg/ml, de aproximadamente 0,005 a aproximadamente 3,0 mg/ml, de aproximadamente 0,01 a  60 
aproximadamente 3, 0 m g/ml, de apr oximadamente 0, 01 a  apr oximadamente 2, 0 m g/ml, de apr oximadamente 0, 01 a 
aproximadamente 1, 0 m g/ml, de apr oximadamente 0, 01 a  apr oximadamente 0, 5 m g/ml, de apr oximadamente 0, 05 a 
aproximadamente 0,5 mg/ml, o de apr oximadamente 0,05 a apr oximadamente 0,25 mg/ml. Cantidades preferidas son 
de 0, 01 a 3 mg/ml, co mo de apr oximadamente 0, 01 a apr oximadamente 2, 0 m g/ml, de apr oximadamente 0, 01 a  
aproximadamente 1, 0 m g/ml, de a proximadamente 0, 01 a  apr oximadamente 0, 5 m g/ml, de apr oximadamente 0, 05 a 65 
aproximadamente 0,5 mg/ml, o de aproximadamente 0,05 a aproximadamente 0,25 mg/ml, como aproximadamente 0,1 
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mg/ml par a T ween 20  y/o Tween 80, y de a proximadamente 0, 05 a 3,0 m g/ml, como de aproximadamente 0,05 a 
aproximadamente 2, 0 m g/ml, de apr oximadamente 0, 05 a  apr oximadamente 1, 0 m g/ml, de apr oximadamente 0, 05 a 
aproximadamente 0,5 mg/ml, o de aproximadamente 0,05 a aproximadamente 0,25 mg/ml para poloxámero 188. 
 
[0103] En algunas formas de realización de la invención, la composición comprende además otros excipientes 5 
farmacéuticos que act úan como, por ejemplo, agente de carga. Esto quiere decir que otros agentes de carga que 
manitol pueden también incluirse en las composiciones. En particular, agentes de carga se incluyen en composiciones 
preparadas por liofilización. 
 
[0104] En una forma de realización, la composición contiene: FVII modificado, CaCl2, NaCl, glicil-glicina, manitol y 10 
Tween 80, tiene un contenido de humedad de como máximo 3% y tiene un pH en el intervalo de 4,0 a 7,0 cuando la 
composición se disuelve en agua. 
 
[0105] E n ot ra f orma d e r ealización, l a co mposición c ontiene: F VII m odificado, C aCl2, N aCl, gl icil-glicina, m anitol, 
sacarosa, metionina, y Tween 80, tiene un contenido de humedad de como máximo 3% y tiene un pH en el intervalo de 15 
4,0 a 7,0 cuando la composición se disuelve en agua. 
 
[0106] En otras formas de realización, la composición contiene: 
 

Compuesto Formulación A Formulación B Formulación C 
FFR-rFVIIa de 1,8 a 2,2 mg/ml de 1,8 a 2,2 mg/ml de 1,8 a 2,2 mg/ml 

CaCl2 x2H2O de 1,3 a 1,7 mg/ml de 1,3 a 1,7 mg/ml de 9,3 a 1,7 mg/ml 

NaCl de 2,7 a 3,1 mg/ml de 2,7 a 3,1 mg/ml de 2,7 de 3,1 mg/ml 

Glicil-glicina de 1,1 a 1,5 mg/ml de 1,1 a 1,5 mg/ml de 1,1 a 1,5 mg/ml 

Manitol de 25 a 30 mg/ml de 35 a 45 mg/ml de 25 a 30 mg/ml 

Sacarosa de 20 a 5 mg/ml - de 20 a 5 mg/ml 

Metionina - - 0,25 mg/ml 

Tween 80 de 0,05 a 0,15 mg/ml de 0,05 a 0,15 mg/l de 0,05 a 0,15 mg/ml 

pH de 5,0 a 7,0 de 5,0 a 7,0 de 5,0 a 7,0 
 20 
[0107] En otras formas de realización, la composición contiene: 
 

Compuesto Formulación D Formulación E Formulación F 
FFR-rFVIIa 2.0 mg/ml 2,0 mg/ml 2,0 mg/ml 

CaCl2 x2H2O 1,47 mg/ml 1,47 mg/ml 1,47 mg/ml 

NaCl 2,92 mg/ml 2,92 mg/ml 2,92 mg/ml 

Glicil-glicina 1,32 mg/ml 1,32 mg/ml 1,32 mg/ml 

Manitol 26,7 mg/ml 40 mg/ml 26,7 mg/ml 

Sacarosa 13,3 mg/ml - 13,3 mg/ml 

Metionina - - 0,25 mg/ml 

Tween 80 0,1 mg/ml 0,1 mg/ml 0,1 mg/ml 

pH 6,0 6,0 6,0 
 
[0108] Como se h a m encionado anteriormente, l os presentes i nvestigadores h an proporcionado un  m étodo para 
estabilización de pr oteínas del f actor V II m odificado proporcionando l as proteínas en c omposiciones sólidas 25 
comprendiendo excipientes farmacéuticamente aceptables seleccionados, de los cuales es importante incluir un agente 
capaz de mantener el pH en el intervalo de 4 a 7. 
 
[0109] Por lo tanto, otro aspecto de la invención se refiere a un método para preparar un factor VII modificado estable. El 
método comprende los pasos de: 30 
i) provisión de dicho factor VII modificado en una solución con pH en el intervalo de 4 a 7. 
ii) tratamiento de dicha solución para obtener una composición sólida con un contenido de humedad de como mucho 3 
% p/p. 
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[0110] En otras formas de realización de esta, el método comprende que dicha solución comprende además un alcohol 
de az úcar s eleccionado d el gr upo co nsistente en m anitol, so rbitol y xilitol. E n t odavía ot ras formas de r ealización 
interesantes, dicha solución comprende además un sacárido seleccionado del grupo consistente en sacarosa, dextrosa, 
lactosa, maltosa, trehalosa, ciclodextrinas, maltodextrinas y dextranos. En formas de realización preferidas, el alcohol de 
azúcar es manitol y el sacárido es sacarosa. 5 
 
[0111] Preferiblemente, el contenido del alcohol de azúcar y opcionalmente el contenido del sacárido en dicha solución i) 
debería aj ustarse par a c onseguir pr oteínas del f actor V II m odificado e stabilizado su periores. S egún l a i nvención, el 
alcohol de azúcar debería estar en una cantidad que varía de aproximadamente 1 mg/ml a 60 mg/ml, preferiblemente de 
aproximadamente 10 mg/ml a 50 mg/ml, más preferiblemente de aproximadamente 15 mg/ml a 45 mg/ml, de forma más 10 
preferida de a proximadamente 20  m g/ml a  40  m g/ml. E l sa cárido, s i está pr esente, debería proporcionarse en u na 
cantidad que varía de aproximadamente 1 mg/ml a 50 mg/ml, preferiblemente de aproximadamente 2 mg/ml a 35 mg/ml, 
más preferiblemente de aproximadamente 5 mg/ml a 25 mg/ml, de forma más preferida de aproximadamente 10 mg/ml 
a 20 mg/ml. 
 15 
[0112] Por otra parte, la proporción entre el alcohol de azúcar y el sacárido debería ajustarse. Formas de realización 
adecuadas se refieren a donde el alcohol de azúcar está en una proporción en peso en relación a dicho sacárido que 
varía de  apr oximadamente 1 00:1 a 1: 10, p referiblemente de aproximadamente 50:1 a  1: 5, m ás preferiblemente d e 
aproximadamente 20:1 a 1:3, incluso más preferiblemente de aproximadamente 10:1 a 1:2, todavía más preferiblemente 
de apr oximadamente 4: 1 a 1: 2, co mo t odavía m ás preferiblemente d e apr oximadamente 3: 1 a 1 :1, de f orma m ás 20 
preferida de aproximadamente 3:1 a 3:2. 
 
[0113] E n una f orma de r ealización preferida, e l m étodo par a pr eparar un  f actor V II modificado est able co mprende 
liofilización. La liofilización se refiere a un proceso, donde la solución comprendiendo dicho factor VII modificado se 
rellena en viales de liofilización o similares. Dicho factor VII modificado puede opcionalmente someterse a filtración 25 
estéril antes del inicio de la liofilización. Enfriamiento se aplica a los estantes de los liofilizadores para congelar los viales 
y la solución por debajo de temperaturas de producto críticas. El agua se quita introduciendo vacío y condensación de 
vapor de agua en el condensador de hielo del liofilizador. Cuando el producto se seca, normalmente menos de 1% de 
contenido de humedad r esidual, ( p. ej ., m edido p or va loración co lorimétrica d e K arl F ischer c omo se  ha descrito 
anteriormente) los viales se cierran y se cubren. La f abricación se finaliza y la composición está ahora en f orma de un 30 
pastel liofilizado. 
 
[0114] Estas composiciones, cuando se administran a un paciente por medios inyectables, necesitan reconstituirse en 
un líquido adecuado antes de uso. Pueden reconstituirse también para otros fines, por ejemplo, para reformulación en 
otras composiciones farmacéuticas. No obstante, la presente invención no excluye que las composiciones se pueden 35 
administrar a un paciente en su forma sólida. 
 
[0115] Las composiciones se reconstituyen usando un portador o un diluyente aceptable, preferiblemente estéril, 
preferiblemente un portador acuoso. Una variedad de portadores acuosos pueden ut ilizarse, por e jemplo, agua (p. ej . 
agua para inyección/WFI), agua tamponada, solución salina (p. ej. 0,4% de solución salina), glicina (p. ej. 0,3% de 40 
glicina) y similares. El diluyente de reconstitución puede también contener una o más sales, como una sal de calcio (p. 
ej. CaCl2) o una combinación de un sodio y una sal de calcio (p. ej. NaCl y CaCl2). 
 
[0116] Así, reconstitución de una composición según la i nvención en so lución de R inger estéril podría componer una 
composición farmacéutica típica para infusión intravenosa. 45 
 
[0117] Las co mposiciones reconstituidas se d estinan para administración par ental para t ratamiento pr ofiláctico y/o 
terapéutico. P referiblemente, l as composiciones farmacéuticas se ad ministran parentalmente, es  deci r, por  ví a 
intravenosa, subcutáneamente, o intramuscularmente, o se administran a modo de infusión pulsátil o continua. 
 50 
[0118] Por lo tanto, otro aspecto adicional de la invención se refiere al uso de la composición sólida estabilizada para la 
preparación de un  m edicamento para t ratamiento t erapéutico, co mo pr evención de co agulación de la s angre o 
prevención de reacciones mediadas por factor tisular. 
 
[0119] Esto quiere decir que un aspecto de la invención se refiere al uso de un factor VII modificado para la preparación 55 
de un m edicamento par a e vitar co agulación de sa ngre y/o pr evenir reacciones mediadas por f actor t isular, di cho 
medicamento comprendiendo una composición comprendiendo; 
i) factor VII modificado; 
ii) un agente adecuado para mantener el pH de dicha composición en el intervalo de 4 a 7 cuando dicha composición se 
disuelve en agua; y 60 
iii) un contenido de humedad de como mucho 3%. 
 
[0120] Además, en otro aspecto, la invención se refiere a administración de dicho factor VII modificado estabilizado a un 
paciente para evitar coagulación de la sangre y/o prevenir reacciones mediadas por factor t isular. Así, la invención se 
refiere a un método de prevención de coagulación de la sangre y/o prevención de reacciones mediadas por factor tisular 65 
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comprendiendo administración a un sujeto con la necesidad de este, una cantidad eficaz de una composición 
comprendiendo; 
i) factor VII modificado; 
ii) un agente adecuado para mantener el pH de dicha composición en el intervalo de 4 a 7 cuando dicha composición se 
disuelve en agua; y 5 
iii) un contenido de humedad de como mucho 3%. 
 
[0121] E n d iferentes formas de r ealización, l a co agulación de l a sa ngre se  une co n u na co ndición s eleccionada d el 
grupo co nsistente en : angioplastia, t rombosis venosa p rofunda, em bolia pulmonar, derrame ce rebral, co agulación 
intravascular diseminada (DIC), deposición de fibrina en pulmones y riñones asociada a endotoxemia gram-negativa, e 10 
infarto de miocardio. 
 
[0122] En todavía otras formas de realización, las reacciones mediadas por factor tisular se asocian con una condición 
seleccionada del grupo consistente en SIRS, ARDS, MOF, HUS y TTP. 
 15 
[0123] Como se declara, la composición está en forma sólida. Por consiguiente, en una forma de realización adecuada, 
el medicamento debería se r adecuado para disolverse, lo que permite administración parental del medicamento. Así, 
cuando la administración d e l as co mposiciones a un  p aciente co mprende e l p aso de disolver la composición e n u n 
líquido adecuado antes del paso de administración. 
 20 
[0124] Abreviaturas 
 
FVII     Factor VII de coagulación en su forma monocatenaria 
FVIIa     Factor VII de coagulación en su forma bicatenaria activada dividida 
rFVII (rFVIIa)    Factor VII recombinante (factor VIIa recombinante) 25 
FVIIai  Factor V II m odificado que es factor V II de co agulación c on a l menos una 

modificación en su centro catalítico, esta modificación inhibe sustancialmente la 
capacidad del factor VII modificado para activar factor de plasma X o IX. 

RFVIIai     Factor VIIa modificado recombinante (recombinante FVIIai) 
Dansil-EGR- FVIIa  Factor F Vlla ( FVII) de co agulación d onde el  ce ntro ca talítico se  ha inactivado 30 

reaccionando químicamente FVlla (FVII) con Dansil-Glu-Gly-Arg clorometilcetona 
(dansil-EGR- FVII)      (dansil-EGR-cmk) 
FFR-FVlla    Factor FVIIa (FVII) de coagulación donde el centro catalítico se ha inactivado por 
(FFR-FVII)  Reaccionando quí micamente F Vlla ( FVII) c on P he-Phe-Arg cl orometilcetona ( FFR-

cmk) 35 
PPA-FVIIa    FVIIa (FVII) reaccionado con D-Phe-Pro-Arg  clorometilcetona (PPA-cmk) 
(PPA-FVII) Dansil-EGR-cmk     Dansil-Glu-Gly-Arg clorometilcetona 
FFR-cmk    D-Phe-Phe-Arg o Phe-Phe-Arg clorometilcetona 
PPACK     D-Phe-Pro-Arg clorometilcetona (PPA-cmk) 
DFFR-cmk    Dansil-D-Phe-Phe-Arg o dansil-Phe-Phe-Arg clorometilcetona 40 
Ser344-FVIIa    Factor FVIIa (FVII) de coagulación donde el centro catalítico se ha inactivado  
(Ser344-FVII)    reemplazando el aminoácido nativo en la posición 344 con serina. 
 
Ensayos: 
 45 
Actividad biológica de factor VII 
 
[0125] La actividad biológica de factor VIIa en la coagulación de la sangre deriva de su capacidad para (i) unirse con 
factor tisular (TF) y (ii) catalizar la escisión proteolítica de factor IX o factor X para producir factor IX o X activado (factor 
IXa o Xa, respectivamente). 50 
 
[0126] A ctividad b iológica de po lipéptidos del f actor V II ("actividad biológica de l f actor V II") se  puede cu antificar p or 
medición de  l a ca pacidad de  un a pr eparación para pr omover co agulación d e l a sa ngre usa ndo p lasma d e f actor V II 
deficiente y tromboplastina (descrito, por ejemplo, en la patente US n° 5,997,864). Alternativamente, actividad biológica 
del factor VIIa se puede cuantificar por (i) medición de la capacidad del factor VIIa o un polipéptido relacionado con 55 
factor VIIa para producir factor X activado (factor Xa) en un sistema comprendiendo TF introducido en una m embrana 
lipídica y factor X. (Persson et al., J. Biol. Chem. 272:19919-19924, 1997); (ii) medición de hidrólisis de factor X en un 
sistema acuoso; (iii) medición de la unión física de polipéptido relacionado con factor VIIa o con factor VIIa para TF 
usando un instrumento basado en la resonancia de plasmones superficiales (Persson, FEBS Letts. 413:359-363, 1997); 
(iv) medición de hidrólisis de un sustrato si ntético por un polipéptido relacionado con factor V IIa y /o f actor V IIa; y  ( v) 60 
medición de generación de trombina en un sistema independiente de TF in vitro. 
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Actividad biológica de factor VII modificado: 
 
[0127] La actividad biológica de factor VII modificado puede medirse, por ejemplo, por un ensayo de coágulo de 
competición esencialmente como descrito en WO 92/15686 (ejemplo III) (ensayo 1) o en uno o más de los ensayos 2 a 
7 de debajo. 5 
 
[0128] Inhibición de FVIIa-fosfolípidos-introducidos TF-catalizado activación de FX por factor VII modificado - Ensayo de 
generación de FXa (ensayo 2): 
En el  si guiente ej emplo t odas las concentraciones son finales. T F l ipidado ( 10 pM ), F VIIa ( 100 pM ) y f actor V II 
modificado (0 - 50 nM) en HBS/BSA (50 mM hepes, pH 7,4, 150 mM de NaCl, 5 mM de CaCl2, 1 mg/ml de BSA) se 10 
incuban 60 min a temperatura ambiente antes de que FX (50 nM) se añada. La reacción se detiene después de otros 10 
min por adición de ½ volumen de tampón de parada (50 mM de Hepes, pH 7,4, 100 mM de NaCl, 20 mM de EDTA). La 
cantidad de FXa generada se determina añadiendo sustrato S2765 (0,6 mM, Chromogenix y medición de absorbencia a 
405 nm  s e puede ca lcular co ntinuamente d urante 1 0 m in. V alores I C50 par a i nhibición d e antagonista T F de 
FVIIa/lipidado TF-mediado activación de FX se pueden calcular. El valor IC50 para FFR-rFVIIa es 51 +/- 26 pM en este 15 
ensayo. 
 
Inhibición de unión de 125I-FVIIa a superficie celular TF por factor VII modificado 
 
Ensayo de unión TF (ensayo 3): 20 
 
[0129] En el siguiente ejemplo todas las concentraciones son finales. Estudios de unión se emplean usando la línea de 
célula d e ca rcinoma de ve jiga humano J82 ( ATTC nº HTB-1) o l a l ínea de c élula d e qu eranocito hum ano 
(CCD1102KerTr ATCC nº CRL-2310) o N HEK P 166 ( Clonetics nº CC-2507) t odos constitutivamente e xpresando TF. 
Monocapas confluyentes en placas de cultivo de tejido de 24 pocillos se lavan una vez con tampón A (10 mM de Hepes, 25 
pH 7,45, 150 mM de NaCl, 4 mM de KCl y 11 mM de glucosa) complementado con 5 mM de EDTA y luego una vez con 
tampón A y una vez con tampón B (tampón A complementado con 1 mg/ml de BSA y 5 mM de Ca2+). Las monocapas 
se pr eincuban 2 m in co n 1 00 µl  d e t ampón B  f río. C oncentraciones va riables de f actor V II m odificado y F VIIa 
radiomarcado (0,5 nM de 125I-FVIIa) se añaden simultáneamente a las células (volumen final 200 µl). Las placas se 
incuban durante 2 horas a 4 °C. Al final de la incubación, el material no unido se quita, las células se lavan 4 veces con 30 
tampón B  e nfriado co n hi elo y l isadas con 300 µ l de t ampón d e l isis (200 m M de N aOH, 1 %  de S DS y 1 0 m M d e 
EDTA). La radioactividad se mide en un contador gamma (Cobra, Packard Instruments). Los datos de unión se analizan 
y se ajusta la curva usando GraFit4 (Erithacus Software, Ltd., (U.K.). E l va lor IC50 para FFR-rFVIIa es 4 nM en este 
ensayo. 
 35 
Inhibición de actividad amidolítica FVIIa/sTF (ensayo 4): 
 
[0130] Inhibición de actividad amidolítica FVlla-TF catalizada por factor VII modificado se evalúa utilizando TF humano 
soluble ( 10 nM), F Vlla hu mano r ecombinante ( 10 nM) y co ncentraciones crecientes de f actor V II m odificado. 
Concentraciones variables del factor VII modificado se preincuban con 10 nM de sTF y 10 nM Fde VIIa en tampón BSA 40 
(50 mM de Hepes, pH 7,4, 100 mM de NaCl, 5 mM de CaCl2 y 1 mg/ml de BSA) durante 60 min a temperatura ambiente 
antes de adición de su strato S2288 (1,2 mM, Chromogenix). El desarrollo de co lor se mide continuamente durante 30 
min a 405 nm. Actividad amidolítica se presenta como mOD/min. Valores IC50 para inhibición de actividad amidolítica 
de FVIIa/TF por el factor VII modificado puede calcularse. 
 45 
Inhibición de generación de FXa (ensayo 5). 
 
[0131] TF lipidado (10 pM), FVlla (100 pM) y factor VII modificado (0 - 50 nM) en tampón BSA (ver ensayo 4) se incuban 
60 min a temperatura ambiente antes de que FX (50 nM) se añada. La reacción se detiene después de otros 10 min por 
adición de ½ volumen de tampón de parada (50 mM de Hepes, pH 7,4, 100 mM de NaCl, 20 mM de EDTA). La cantidad 50 
de FXa generada se determina por adición de sustrato S2765 (0,6 mM, Chromogenix y medición de absorbencia a 405 
nm se puede calcular continuamente durante 10 min. Valores IC50 para inhibición factor VII modificado de FVlla/lipidado 
TF-mediado activación de FX. 
 
Ensayo de coagulación dependiente de TF (ensayo 6): 55 
 
[0132] El ensayo se realiza en un aparato de investigación de coagulación ACL300 (ILS Laboratories). Diluciones de 
factor VII modificado en 50 mM de imidazol, pH 7,4, 100 mM de NaCl, 0,1 % de BSA se mezclan con 25 mM de CaCl2 
en l a proporción d e 2 a 5 y se aña de a r ecipientes de muestras en e l apar ato d e co agulación. T romboplastina de 
humano, rata, conejo, babuino, o cerdo diluida con el tampón de imidazol para dar tiempo de coagulación de 60 
aproximadamente 30 seg en muestras sin factor VII modificado se coloca en depósito reactivo 2, y plasma de humano, 
rata, conejo, babuino, o cerdo, en el depósito reactivo 3. Durante el análisis 70 µl de la mezcla de factor VII modificado y 
CaCl2 se transfieren a 25 µl de reactivo de tromboplastina y se preincuban 900 seg antes de adición de 60 µl de plasma 
y medición del tiempo de coagulación. El tiempo de coagulación máxima se fija a 400 seg. Una dilución de la 
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tromboplastina se usa como curva estándar para tiempos de coagulación de conversión en actividad TF en relación al 
control sin FVII modificado añadido. 
 
[0133] I nhibición de s uperficie de F VIIa/célula T F ca talizó act ivación de F X p or f actor V II m odificado ( ensayo 7): 
monocapas de células expresando TF humano, por ejemplo, fibroblastos de pulmón humanos WI-38 (ATTC nº CCL-75), 5 
línea de  cé lula de c arcinoma de v ejiga h umana J8 2 ( ATTC nº HTB-1), l ínea d e cé lula d e q ueranocito h umano CCD 
1102KerTr (ATCC nº CRL-231 0), línea celular de glioblastoma humano U87, o línea celular de cáncer de mama 
humano MDA-MB231, se emplean como fuente TF en FVIIa/TF catalizada activación de FX. Monocapas de célula 
confluyentes en una placa de 24, 48, o 96 pocillos se lavan una vez en el tampón A (10 mM de Hepes, pH 7,45, 150 mM 
de NaCl, 4 mM de KCI y 11 mM de glucosa) y una vez en el tampón B (tampón A complementado con 1 mg/ml de BSA 10 
y 5 m M de C a2+). FVIIa (1 nM), FX (135 nM) y concentraciones variables de factor VII modificado en el tampón B se 
añaden si multáneamente a l as células. A lternativamente las células se preincuban 1 5 m in co n f actor V II m odificado 
antes de adición de r FVIIa y FX. Formación de F Xa se  permite durante 15 m in a 37° C. 50 -µl de pa rtes alícuotas se 
quitan de cada pocillo y se añaden a 50 µl de tampón de parada (tampón A complementado con 10 mM de E DTA y 1 
mg/ml de BSA). La cantidad de FXa generada se determina por transferencia de 50 µl de la mezcla anterior a una placa 15 
de microtitulación de poc illo y  por  ad ición de 25 µl  de  Chromozym X  (concentración f inal 0, 6 mM) a los pocillos. La  
absorbencia a  405 nm  se  mide co ntinuamente y los índices iniciales de desa rrollo de co lor se  co nvierten a 
concentraciones de FXa usando una curva de estándar de FXa. 
 
[0134] Los siguientes ejemplos se ofrecen a modo de ilustración, no a modo de limitación. 20 
 
Ejemplos 
Ejemplo 1 
[0135] Composiciones típicas se muestran. La tabla 1 muestra la concentración de sustancia activa y excipientes en el 
evento donde l a co mposición est á en f orma l íquida, es decir, co mposición a ntes de l iofilización o en la s olución 25 
reconstituida después de liofilización. La tabla 2 muestra la concentración de sustancia activa y excipientes en el evento 
donde la composición está en forma só lida, es decir, en forma liofilizada. Composiciones 04 y 05 son composiciones 
comparativas. 
 

Tabla 1. Composiciones, contenido de excipientes en la solución 30 
 

Función principal: Excipientes: Contenido de composiciones mg/ml 
(mmol/l) 

  05 04 107 
Ingrediente activo FFR-FVII o FRR-FVlla 2 2 2 

Modificador de tonicidad Cloruro sódico 2,92 (50) 2,92 (50) 2,92 (50) 

Modificador de tonicidad / estabilizador Cloruro de calcio, 2H20 1,4 (10) 1,47(10) 1,47(10) 

Agente de carga Glicil-glicina 1,32 (10) 1,32 (10) 1,32 (10) 

Tensioactivo Tween 0,1 0,1 0,1 

Agente de carga/ Crioprotector / Lioprotector Manitol 26,7 (147) 40 (220) 26,7 (147) 

Agente de carga / Crioprotector/ Lioprotector Sacarosa 13,3 (39) - 13,3 (39) 

Antioxidante Metionina - - 0,25 
 pH 6 6 6 

 
Tabla 2. Composiciones, contenido de excipientes en forma sólida 

 
Función Ingredientes Contenido de composiciones (% 

p/p) 
  05 04 107 
Ingrediente activo FFR-FVII o FRR-FVIIa 4,2 4,2 4,2 

Modificador de tonicidad Cloruro sódico 6,1 6,1 6,1 

Modificador de tonicidad / estabilizador Cloruro de calcio, 2H20 3,1 3,1 3,1 

Agente de carga Glicil-glicina 2,8 2,8 2,8 

Tensioactivo Tween 0,2 0,2 0,2 

Agente de carga/ Crioprotector / Lioprotector Manitol 55,8 83,7 55,8 
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Agente de carga/ Crioprotector / Lioprotector Sacarosa 27,8  27,8 

Antioxidante Metionina   0,5 
 pH 6 6 6 

 
Ejemplo 2 
 
[0136] Métodos analíticos usados en determinación de parámetros indicadores de estabilidad: 
 5 
A. Determinación de formas oxidadas por HPLC en fase inversa (RP-HPLC): 
 
[0137] Columna de HPLC: 4,5x250 mm columna embalada con sí lice unido con butilo con un tamaño de p artícula de 
5µm y tamaño de poro 300A. Temperatura de columna: 70°C. Eluyente A: agua 99,9% V/V y ácido trifluoracético 0.1 % 
V/V. Eluyente B: acetonitrilo 80% V/V, ácido trifluoracético 0.09% V/V y agua 19.91 % V/V. La columna fue eluída con un 10 
gradiente lineal de X% B a (X+13) % B en 30 minutos. Velocidad de flujo: 1,0 ml/min. Detección: 214 nm. 
 
[0138] Las formas oxidadas son su lfóxido de m etionina de FFR-FVlla. Los dos derivados principales son Met(O)298-
FFR- FVlla y Met(O)306-FFR-FVIIa.  
 15 
[0139] E l co ntenido de f ormas oxidadas se e xpresa c omo el  porcentaje de la c antidad i nicial de F FR-FVIIa en l a 
composición que se recupera como formas oxidadas de FFR-FVIIa. La cantidad inicial de FFR-FVIIa se refiere a la 
cantidad de FFR-FVlla en la preparación de la composición antes de liofilización. 
 
B. Determinación de polímeros, oligómeros o dímeros de FFR-FVII por cromatografía de permeación en gel de alto 20 
rendimiento (GP-HPLC). 
 
[0140] GP-HPLC fue se realizó en una columna Waters Protein Pak 300 SW, 7.5x300 mm, usando 0,2 M de sulfato de 
amonio pH 7,0 como la fase móvil. Velocidad de flujo: 0,5 ml/min y detección: 215 nm. 
 25 
[0141] El contenido de agregados se expresa como el porcentaje de la cantidad inicial de FFR-FVlla en la composición 
que se recupera como formas poliméricas y d iméricas de FFR-FVlla. La  cantidad inicial de FFR-FVIIa se  refiere a l a 
cantidad de FFR-FVIIa en la preparación de la composición antes de liofilización. 
 
Ejemplo 3 30 
 
[0142] El contenido de formas diméricas, poliméricas y oxidadas de FFR-VIIa después de terminación de liofilización se 
proporcionan p ara l as composiciones del ejemplo 1.  E l co ntenido expresa l a ca ntidad de f actor V II modificado ( aquí 
FFR-VIIa) que se recupera como formas de dímeros, polímeros u oxidadas. 
 35 

Tabla 3. Contenido de dímeros, polímeros y formas oxidadas de FFR-VIIa 
 

Parámetros indicadores de 
estabilidad 

Composiciones 

 05 04 107 
 manitol-sacarosa 2:1 manitol-sacarosa 3:0 manitol-sacarosa 2:1 + metionina 
Dímeros (% p/p) 0,3 0,5 0,3 

Polímeros (% p/p) < 0,3 < 0,3 < 0,3 

Formas oxidadas (% p/p) 2,1 2,2 1,9 

< 0,3: el límite de cuantificación es 0,3. 
 
Ejemplo 4 
 40 
[0143] El aumento en el contenido de dímeros, polímeros y formas oxidadas de FFR-VIIa durante almacenamiento a 5 
°C dur ante 18  m eses, 25 ° C dur ante 6,  12 , 18 y 32 m eses o a 45 ° C dur ante 8 se manas se pr oporciona par a l as 
composiciones del  ejemplo 1 . E l t iempo de  al macenamiento se  ca lcula del  t iempo d e t erminación d e l iofilización. E l 
aumento en el co ntenido e xpresa l a ca ntidad a dicional de F FR-VIIa q ue s e r ecupera co mo una f orma dimérica, 
polimérica u oxidada sobre dicho almacenamiento en el que la composición típicamente comprende una cantidad inicial 45 
de productos de degradación sobre finalización de la producción de la composición. 
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Tabla 4. Almacenamiento a 5 °C durante 18 meses 

 
Parámetros indicadores de 
estabilidad 

Composiciones 

 05 04 107 
 manitol-sacarosa 2:1 manitol-sacarosa 3:0 manitol-sacarosa 2:1 + metionina 
Dímeros sin aumento sin aumento sin aumento 

Polímeros sin aumento sin aumento sin aumento 

Formas oxidadas sin aumento sin aumento sin aumento 
 

Tabla 5. Almacenamiento a 25 °C durante 6 meses 
 5 

Parámetros indicadores de 
estabilidad 

Composiciones 

 05 04 107 
 manitol-sacarosa 2:1 manitol-sacarosa 3:0 manitol-sacarosa 2:1 + metionina 
Dímeros sin aumento sin aumento sin aumento 

Polímeros sin aumento sin aumento sin aumento 

Formas oxidadas 0,5 0,7 sin aumento 
 

 
Tabla 6. Almacenamiento a 25 °C durante 12 meses 

 
Parámetros indicadores de 
estabilidad 

Composiciones 

 05 04 107 
 manitol-sacarosa 2:1 manitol-sacarosa 3:0 manitol-sacarosa 2:1 + metionina 
Dímeros sin aumento 0,7 sin aumento 

Polímeros sin aumento sin aumento sin aumento 

Formas oxidadas 0,7 1,0 sin aumento 
 10 

Tabla 7. Almacenamiento a 25 °C durante 18 meses 
 
Parámetros indicadores de 
estabilidad 

Composiciones 

 05 04 107 
 manitol-sacarosa 2:1 manitol-sacarosa 3:0 manitol-sacarosa 2:1 + metionina 
Dímeros sin aumento sin aumento sin aumento 

Polímeros sin aumento sin aumento sin aumento 

Formas oxidadas 0,7 1,7 0,4 
 

Tabla 8. Almacenamiento a 25 °C durante 32 meses 
 15 

Parámetros indicadores de 
estabilidad 

Composiciones 

 05 04 107 
 manitol-sacarosa 2:9 manitol-sacarosa 3:0 manitol-sacarosa 2:1 + metionina 
Dímeros sin aumento 0.6 sin aumento 

Polímeros sin aumento sin aumento sin aumento 

Formas oxidadas 2,0 6,1 0,9 
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Tabla 9. Almacenamiento a 45 °C durante 8 semanas 

 
Parámetros indicadores de 
estabilidad 

Composiciones 

 05 04 107 
 manitol-sacarosa 2:1 manitol-sacarosa 3:0 manitol-sacarosa 2:1 + metionina 
Dímeros 0,4 0,9 sin aumento 

Polímeros sin aumento sin aumento sin aumento 

Formas oxidadas 0,8 0,9 sin aumento 
 
Ejemplo 5 
 5 
[0144] Estabilidad estructural del pastel liofilizado se muestra para varias composiciones, 1-6. El contenido de manitol y 
sacarosa se proporciona de cada composición (tabla 10). Las composiciones comprenden o bien FFR-FVII o FRR-FVIIa 
en concentración de 1 mg/ml y comprenden además otros excipientes en una cantidad de 5,7 mg/ml, incluyendo cloruro 
sódico, cloruro de calcio 2H2 0, glicil-glicina y tween. La estabilidad estructural del pastel liofilizado se proporciona en la 
tabla 11. 10 
 
[0145] Composiciones 1 y 4 son composiciones comparativas 
 

Tabla 10. Composiciones comprendiendo varias cantidades de manitol y sacarosa 
 15 

Contenido de manitol / sacarosa: Composiciones 
 1 2 3 4 5 6 
Manitol mg/ml 25 16,7 8,3 40 26,8 13,2 

 % p/p 79 53 26 86 57 28 
 mM 137 92 46 220 147 72 

Sacarosa mg/ml - 8,3 16,7 - 13,2 26,8 
 % p/p - 26 53 - 28 57 
 mM - 24 49 - 39 78 

 
Tabla 11. Estabilidad del pastel liofilizado según la proporción entre manitol y sacarosa 

 
 Composiciones 
 1 2 3 4 5 6 
       
Proporción en peso de Man : Sac  2:1 1:2  2:1 1:2 

Proporción en peso de Man : Sac  4:1 9:10  4:1 9:10 

Proporción en peso de Man + Sac : 
FFR-FVlla 

25:1 25:1 25:1 40:1 40:1 40:1 

Proporción en peso de Man: FFR-FVlla 25:1 17:1 8:1 40:1 27:1 13:1 

Proporción en peso de Sac : FFR-FVIIa  8:1 17:1  13:1 27:1 

Pastel liofilizado  OK OK C OK OK C 

Solución reconstituida Sol. clara Sol. clara nd Sol. clara Sol. clara nd 

C: pastel colapsado, Man: manitol, Sac: sacarosa, sol. clara.: solución clara, nd: no determinado 
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REIVINDICACIONES 
 
1. Composición comprendiendo; 

i) factor VII modificado; 
ii) un ag ente adecuado par a m antener el  pH  de di cha co mposición e n el  intervalo de 4 a 7 cuando di cha 5 
composición se disuelve en agua; 
iii) un alcohol de azúcar, y donde el alcohol de azúcar es manitol; 
iv) un sacárido, y donde el sacárido es sacarosa; 
v) un antioxidante, y donde e l ant ioxidante se se lecciona del grupo consistente en ácido ascórbico, ci steína, 
homocisteína, cistina, cistationina, metionina, glutatión y péptidos con cualquier cisteína, homocisteína, cistina, 10 
cistationina, metionina y glutatión; y 
vi) un contenido de humedad de como mucho 3%. 

 
2. Composición según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el agente adecuado para mantener el pH 
de d icha composición en el  intervalo de 4 a 7 es glicilglicina, luego está presente en u na cantidad de como mucho 7 15 
mg/ml. 
 
3. Composición según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el pH de dicha composición está en el 
intervalo de aproximadamente 5,5 a 7,0 cuando dicha composición se disuelve en agua. 
 20 
4. C omposición se gún cu alquiera de l as reivindicaciones pr ecedentes, donde d icho alcohol d e azú car est á en u na 
proporción e n peso en  r elación a d icho sa cárido q ue v aría de  apr oximadamente 100:1 1 a 1:50, preferiblemente de 
aproximadamente 50:1 a 1:10, más preferiblemente de aproximadamente 20: 1 a 1:5, incluso más preferiblemente de 
aproximadamente 10:1 a 1:2, todavía más preferiblemente de aproximadamente 4:1 a 1:2, como todavía más 
preferiblemente de aproximadamente 3:1 a 1:1, de forma más preferida de aproximadamente 3:1 a 3:2. 25 
 
5. Composición según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, donde dicho factor VII modificado está en una proporción 
en peso en relación a la suma de dicho alcohol de azúcar y dicho sacárido que varía de aproximadamente 1:200 a 1:5, 
preferiblemente de aproximadamente 1:100 a 1: 8, más preferiblemente de aproximadamente 1:75 a 1:10, incluso más 
preferiblemente de aproximadamente 1:60 a 1:15, de forma más preferida de aproximadamente 1:50 a 1:20. 30 
 
6. Composición según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el alcohol de azúcar está en una cantidad 
que varía de aproximadamente 30% p/p a 95% p/p, preferiblemente de aproximadamente 35% p/p a 95% p/p, más 
preferiblemente de aproximadamente 40% p/p a 90% p/p, de forma más preferida de aproximadamente 45% p/p a 90% 
p/p. 35 
 
7. Composición según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el sacárido está en una cantidad que varía 
de aproximadamente 1% p/p a 45% p/p, preferiblemente de aproximadamente 5% p/p a 40% p/p, más preferiblemente 
de aproximadamente 5% p/p a 35% p/p, de forma más preferida de aproximadamente 10% p/p a 30% p/p. 
 40 
8. Composición según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde dicho manitol está en una proporción en 
peso en relación a di cha sacarosa que varía de apr oximadamente 10:1 a 1:10, preferiblemente de a proximadamente 
10:1 a 1:5, más preferiblemente de aproximadamente 5:1 a 1:2, incluso más preferiblemente de aproximadamente 5:1 a 
1:1, de forma más preferida de aproximadamente 4:1 a 5:4, como de aproximadamente 3:1 a 3:2. 
 45 
9. Composición según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde dicho factor VII modificado está en una 
proporción en peso en relación a la suma de dicho manitol y dicha sacarosa que varía de aproximadamente 1:100 a 1:5, 
preferiblemente de aproximadamente 1:75 a 1:10, más preferiblemente de aproximadamente 1:60 a 1:15 de forma más 
preferida de aproximadamente 1:50 a 1:20. 
 50 
10. Composición según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, comprendiendo además un modificador de 
tonicidad. 
 
11. Composición según la reivindicación 10, donde el modificador de tonicidad se selecciona del grupo consistente en 
acetato sódico, lactato sódico, cloruro sódico, cloruro de potasio y cloruro de calcio. 55 
 
12. Composición según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, comprendiendo además un tensioactivo. 
 
13. Composición según la reivindicación 12, donde el tensioactivo se selecciona del grupo consistente en pol isorbatos, 
como polisorbato 20 u 80, polioxietilen alquil éteres o poloxámeros, como poloxámero 188 o 407. 60 
 
14. Composición según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el factor VII modificado se selecciona de 
la lista de: factor VII humano y bovino, donde el residuo del sitio activo Ser344 se modifica, se sustituye con Gly, Met, 
Thr, o m ás preferiblemente, Ala; factor VII humano, donde el residuo Lys341 se sustituye; factor VII humano, donde el 
residuo Asp242 se sustituye; factor VII humano, donde el residuo His193 se sustituye; FVII-(K341A); FVII-(S344A); FVII- 65 
(D242A); FVII-(H193A); un polipéptido del factor VII modificado en el sitio activo por reacción con un reactivo 
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seleccionado de la l ista de: clorometilcetonas peptídicas o peptidil c lorometanos; azapéptidos; agentes acilantes como 
varios derivados de guanidinobenzoato y 3 -alcoxi-4-cloroisocumarinas; sulfonil f luoruros como fenilmetilsulfonilfluoruro 
(PMSF); d iisopropilfluorofosfato (D FP); t osilpropilclorometil ce tona ( TPCK); tosilisilclorometil ce tona ( TLCK); 
nitrofenilsulfonatos; inhibidores de proteasa heterocíclicos como isocumarinas y cumarinas. 
 5 
15. Composición según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde el agente adecuado para mantener el pH 
en el intervalo de 4 a 7 se selecciona del grupo consistente en citrato, histidina, malato, fosfato, ácido tartárico, ácido 
succínico, MES, HEPES, imidazol, TRIS, lactato, glutamato y glicilglicina, con la condición de que cuando dicho agente 
es glicilglicina, está presente en una cantidad de como mucho 7 mg/ml. 
 10 
16. Composición según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde dicho contenido de humedad es como 
mucho 2% p/p, de forma más preferida como mucho aproximadamente 1% p/p de humedad. 
 
17. Composición según cualquiera de las reivindicaciones precedentes, donde la composición es un pastel liofilizado. 
 15 
18. Uso de una composición tal y como se define en cualquiera de las reivindicaciones precedentes para la preparación 
de un medicamento. 
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