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DESCRIPCION
Activacion en solucién de factor VI
Campo de la invencion
La presente invencion esta dirigida a un procedimiento para la activacion del factor VIl a FVlla en solucion.
Antecedentes de la invencion

El factor VII (FVII), una proteina importante en la cascada de coagulacion sanguinea, es una proteina plasmatica
dependiente de vitamina K sintetizada en el higado y secretada en la sangre en forma de una glucoproteina
monocatenaria con un peso molecular de 53 kDa. El precursor de FVII (a veces designado como “FVII monocatenario” o
FVIImc) se convierte en la forma activada (FVIla) mediante escision proteolitica en un solo sitio, R152-1153, dando como
resultado dos cadenas ligadas por un solo puente disulfuro. El FVIla humano recombinante estd comercialmente
disponible en Novo Nordisk con el nombre NovoSeven® y se usa para el tratamiento de episodios hemorragicos, por
ejemplo en hemofilia o traumatismo. Se han resefiado también variantes producidas recombinantemente de FVII
humano.

La conversion del factor VII en factor Vlla activo puede conseguirse usando el factor Xlla como se describe por Hedner
y Kisiel (J. Clin. Invest. 71: 1836-1841, 1983), u otra proteasa que tenga especificidad de tipo tripsina (Kisiel y Fujikawa,
Behring Inst. Mitt. 73: 29-42, 1983).

La activacion de FVIl a FVlla puede lograrse también sin el uso de proteasa afiadida empleado el FVII mismo, que tiene
actividad autoproteolitica a través de su dominio de serinproteasa. Dicha “autoactivacion” se ha logrado poniendo en
contacto FVII con una superficie o resina cargada positivamente, tal como una resina de intercambio aniénico (Pedersen
A. H. et al. Biochemistry 28: 9331-9336, 1989). Cuando se efectua, por ejemplo, en formato de columna, el FVlla activo
puede liberarse de la superficie o resina cargada positivamente, por ejemplo, aumentando la fuerza iénica, reduciendo el
pH o aumentando la concentracion de Ca® en el tampon (Bjoern et al., Research Disclosures 269: septiembre de 1986,
pag. 564-565).

Aunque el uso de una superficie o resina cargada positivamente para la activacion de FVII a FVlla (a veces designada
como activacion “en fase sélida” o “en columna”) evita el uso de proteasa o factor tisular afiadido extrinsecamente, hay
desventajas en dicho procedimiento. Puesto que la actividad proteasa de FVII intrinseca puede conducir también a la
autodegradacion de FVlla, es esencial una monitorizacion cuidadosa de los parametros de proceso criticos para limitar
la formacion de productos de degradacion relacionados con el producto. Sin embargo, la activacion que emplea una
superficie o resina cargada positivamente, tal como a través de una columna de intercambio i6nico, es altamente
dependiente de una variedad de factores interdependientes que son dificiles de optimizar. Ademas, dichos procesos de
activacion en fase solida o en columna no son susceptibles de un aumento de escala directo (por ejemplo, para
fabricacion) ni de una reduccion de escala (por ejemplo, para optimizacion a pequefia escala y ensayo de parametros
multiples).

Existe la necesidad de un procedimiento eficaz, fiable y reproducible para activar FVII a FVlla en solucién sin el uso de
proteasa, factor tisular ni fosfolipido extrinsecos, que sea susceptible de cambios de escala, se optimice faciimente y
conduzca a una calidad mejorada del producto proteico activado final. El procedimiento de activacion en solucion
descrito en la presente memoria satisface esta necesidad.

Sumario de la invenciéon

Se han explorado las posibilidades de activar FVII a FVIla en solucién, es decir, sin poner en contacto el FVII con una
superficie solida tal como una resina de intercambio iénico para potenciar la activacién, en ausencia de proteasa, factor
tisular o fosfolipido afiadido, y se ha encontrado sorprendentemente que se obtienen resultados excelentes usando este
procedimiento de activacion en solucién.

Por tanto, la presente invencién proporciona un procedimiento para activar FVIl a FVlla en solucién que comprende:
obtener una soluciéon que comprende una preparacién sustancialmente purificada de FVIImc; afiadir a la solucién un
compuesto de amina y Ca®" a una concentracion final de aproximadamente 5 mM a aproximadamente 50 mM (tal como
de aproximadamente 10 mM a aproximadamente 30 mM), y ajustar el pH final de la solucién a aproximadamente 7,2 a
8,6 (tal como de aproximadamente 7,6 a aproximadamente 8,2); incubar la mezcla de activacion resultante a entre
aproximadamente 2°C y aproximadamente 25°C durante un periodo de tiempo suficiente para convertir al menos un
90% del FVIimc en FVlla y, opcionalmente, aislar el FVlla de la mezcla de activacion. La solucién que comprende la
preparacion sustancialmente purificada de FVIImc contiene, por ejemplo, al menos un 80% de FVIImc respecto a FVlla
u otros fragmentos derivados de FVII tal como, por ejemplo, al menos un 85%, al menos un 90%, al menos un 92%, al
menos un 95% o al menos un 98% de FVIImc respecto a FVlla u otros fragmentos derivados de FVII.

En una realizacion, el compuesto de amina se selecciona de Tris, lisina, arginina, fosforilcolina o betaina. En algunos
casos, el compuesto de amina se afiade a una concentracion final de aproximadamente 50 mM a aproximadamente 500
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mM (tal como de aproximadamente 100 mM) a la mezcla de activacion. En algunos casos, se incluye un tampén tal
como borato o HEPES para ajustar el pH de la mezcla de activacion al pH deseado.

En una realizacion, la mezcla de activacion tiene una concentracion inicial de FVIimc de al menos 4 mg/ml tal como, por
ejemplo, entre aproximadamente 4 mg/ml y 10 mg/ml. En otra realizaciéon, la mezcla de activacién tiene una
concentracion inicial de FVIimc de aproximadamente 1 mg/ml a 4 mg/ml, y la mezcla de activacion comprende
adicionalmente un potenciador de la activacion. Algunos de dichos potenciadores de la activacion incluyen
polietilenglicol, glicerol y etilenglicol tales como, por ejemplo, PEG4000, PEG8000 o glicerol. En algunos casos, esta
presente PEG4000 o PEG8000 a entre aproximadamente 1% y 10% (p/v) en la mezcla de activacion tal como, por
ejemplo, 5% de PEG4000 o 5% de PEG8000. En algunos casos, esta presente glicerol o etilenglicol a entre
aproximadamente 5% y 15% (v/v) en la mezcla de activacion tal como, por ejemplo, 10% de glicerol o 10% de
etilenglicol.

En otra realizacion, los componentes de la mezcla de activacion se ajustan de tal modo que el periodo de tiempo
suficiente para convertir al menos un 90% del FVIimc en FVlla esté entre aproximadamente 4 horas y 24 horas a
temperatura ambiente fria (por ejemplo, de aproximadamente 2 a 8°C, tal como aproximadamente a 4°C) o a
temperatura ambiente (por ejemplo, de aproximadamente 18 a 25°C, tal como aproximadamente a 20°C o 22°C). En
algunos casos, los componentes de la mezcla de activacion se ajustan de tal modo que el periodo de tiempo suficiente
para convertir al menos un 90% del FVIImc en FVlla esté entre aproximadamente 8 horas y 24 horas a temperatura
ambiente fria (de aproximadamente 2 a 8°C, tal como aproximadamente a 4°C), tal como entre aproximadamente 8
horas y 16 horas.

En una realizacion, el FVII es una variante de FVII que difiere en 1-15 residuos aminoacidicos de la secuencia
aminoacidica de FVII humano de tipo silvestre (SEQ ID NO:1). En ofra realizacion, la variante de FVII comprende las
sustituciones P10Q o K32E. En otra realizacion, la variante de FVII comprende las sustituciones P10Q y K32E. En otra
realizacion, la variante de FVII comprende las sustituciones P10Q, K32E, T106N y V253N.

En ofra realizacién, la presente invencién proporciona un procedimiento para activar FVII a FVlla en solucién que
comprende obtener una solucidon que comprende una preparacion sustancialmente purificada de FVIimc; anadir Tris o
lisina a la solucién a una concentracion final de aproximadamente 0,1 M; afiadir Ca?" a una concentracion final de
aproximadamente 5 mM a 50 mM (tal como de aproximadamente 10 a 30 mM); ajustar el pH final de la solucion a
aproximadamente pH 8, en el que la concentracién de FVIImc es de aproximadamente 4 mg/ml a aproximadamente 10
mg/ml; incubar la mezcla de activacion resultante a temperatura ambiente fria (por ejemplo, aproximadamente a 4°C)
durante de aproximadamente 8 horas a aproximadamente 24 horas (tal como de aproximadamente 8 horas a 16 horas)
y, opcionalmente, aislar el FVlla de la mezcla de activacion.

En oftra realizacién, la presente invencién proporciona un procedimiento para activar FVII a FVlla en solucién que
comprende obtener una soluciéon que comprende una preparacion sustancialmente purificada de FVIImc; anadir Tris o
lisina a la solucién a una concentracion final de aproximadamente 0,1 M, afiadir Ca?" a una concentracion final de
aproximadamente 5 mM, afadir PEG4000, PEG8000 o glicerol a aproximadamente 5%, 5% o 10%, respectivamente,
ajustar el pH final de la solucion a aproximadamente 8,0, en el que la concentracion de FVIImc es de aproximadamente
1 mg/ml a aproximadamente 4 mg/ml; incubar la mezcla de activaciéon resultante a temperatura ambiente fria (por
ejemplo, aproximadamente a 4°C) durante de aproximadamente 8 horas a aproximadamente 24 horas y, opcionalmente,
aislar el FVlla de la mezcla de activacion.

Estos y otros objetos y rasgos de la invencion resultaran mas claramente evidentes al leer la siguiente descripcion
detallada junto con las figuras acompafantes.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra un gel de PAGE-SDS de una preparacion sustancialmente purificada de FVIImc preparada segun
los Materiales y procedimientos, después de incubacion durante los tiempos indicados a temperatura ambiente
(aproximadamente 20°C) en histidina 10 mM, NaCl 120 mM, 0,01% de Tween 80 con CaCl; 0,25 mM a 50 mM segun se
indica, pH 6. La densitometria indica que la preparacion es al menos un 95% de FVIImc (concretamente, menos de un
5% de FVII u otros fragmentos derivados de FVII) y que la preparacion de FVIImc no experimenta una autoactivacion o
degradacion detectable en las condiciones mostradas.

Las Figuras 2A y 2B muestran la activacion en solucion de FVIIA desde una preparacion sustancialmente purificada de
FVIlimc. Se afiadio a la preparacion de FVIimc 8 mg/ml (mostrada en el carril C de la Fig. 2B) Tris (T), lisina (L) o tanto
Tris como lisina (T/L) a una concentracion total final de 0,1 M y un pH final de 8 en presencia de CaCl, 5 mM o 2,5 mM
de cada uno de CaCl, y MgCl,. Se incubaron las mezclas de activacion durante 8 h (Fig. 2A) o 16 h (Fig. 2B)
aproximadamente a 4°C o aproximadamente a 20°C segun se indica.

La Figura 3 muestra la activacion en solucién a FVlla de una preparacion sustancialmente purificada de FVIimc. Se
afadio a la preparacion de FVIImc 4 mg/ml (mostrada en el carril 7) Tris o lisina a una concentracion total final de 0,1 M
en presencia de CaCl, 5 mM y un pH final de 7,2 o0 8, segun se indica. Se incubaron las mezclas de activacion durante
16 h a aproximadamente 4°C o aproximadamente 20°C segun se indica.
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La Figura 4 muestra una sefial de HPLC-FI del pico de FVlla después de reacciones de activacion en soluciéon en
presencia de diversos potenciadores de la activacion. Se llevo a cabo la activacion de FVIimc 3,5 mg/ml durante 16 h a
aproximadamente 4°C en presencia de Tris 0,1 M, CaCl, 5 mM, pH 8, y los potenciadores de la activacion PEG 4000,
PEG 8000, glicerol y etilenglicol segun se indica. Se analizaron los productos de reaccién mediante HPLC-FI en una
columna C8 de 2,1 mm de diametro x 150 mm de longitud, 300 A°, 5 mm de Grace Vydac. La fase movil A era 0,1% de
TFA, 30% de acetonitrilo y la fase movil B era 0,1% de TFA, 80% de acetonitrilo. Se equilibré la columna con 30% de
acetonitrilo, 0,1% de TFA a 0,2 ml/min a una temperatura de columna de 70°C y se resolvieron las muestras de FVIImc
o FVlla usando un gradiente de 20-60% de B durante 37 min a 0,2 ml/min con deteccion a 214 nm.

Descripcion detallada de la invencién

DEFINICIONES

En la descripcion y reivindicaciones siguientes, se aplican las siguientes definiciones:

El término “zimégeno de FVII” o “FVIImc” se refiere a una molécula de FVII proporcionada en forma monocatenaria.

El término "FVIla" se refiere a una molécula de FVII proporcionada en su forma bicatenaria activada, en la que se ha
escindido el enlace peptidico entre R152 e 1153 de la forma monocatenaria.

Los términos "FVIIr" y "FVllar" se refiere a moléculas de FVII y FVlla, respectivamente, producidas mediante técnicas
recombinantes. Estas pueden tener la secuencia humana de tipo silvestre o pueden ser variantes de la secuencia
humana.

Los términos "FVIIh" y "FVllah" se refieren a FVlla y FVlla humanos de tipo silvestre, respectivamente.

» o«

A menos que se indique en contra, o resulte evidente por el contexto, los términos “FVII”, “proteina FVII" y “factor VIII”
como se usan en la presente memoria se pretende que incluyan las formas monocatenaria y activada de FVII, y que
incluyan la secuencia de tipo silvestre recombinante de FVII humano asi como variantes de la misma.

El término “autoactivacion” designa la activacion de FVII a FVlla sin la adiciéon de otra proteasa tal como factor Xlla u
otra proteasa con especificidad de tipo tripsina.

Una “preparacion sustancialmente purificada de FVIImc” comprende predominantemente FVIImc respecto a FVlla u
otros fragmentos derivados de FVII; es decir, comprende al menos un 80% de FVIimc y menos de un 20% de FVila u
otros fragmentos derivados de FVII. La preparacion sustancialmente purificada de FVIImc puede comprender, por
ejemplo, al menos un 85%, al menos un 90%, al menos un 92%, al menos un 94%, al menos un 95%, al menos un 96%,
al menos un 97%, al menos un 98% o al menos un 99% de FVIImc, respecto a FVlla u otros fragmentos derivados de
FVII en la preparacion. La cantidad de FVIIimc, FVlla y otros fragmentos derivados de FVII en una preparacion, en una
solucion o en una mezcla puede determinarse mediante procedimientos conocidos en la materia tales como
cuantificacion de bandas en geles electroforéticos o transferencias Western, por ejemplo, mediante inspeccion visual o
densitometria, deteccidon espectrofotométrica y cuantificaciéon de picos que eluyen de una columna de separacion
analitica y similares. Una preparacion sustancialmente purificada de FVIimc a menudo da lugar a esencialmente una
banda en un gel de PAGE-SDS reductor (véase, por ejemplo, la Fig. 1).

Un “potenciador de la activacién” es un compuesto que acelera la activacién de FVIImc cuando esta presente FVIimc a
bajas concentraciones (por ejemplo, menos de aproximadamente 4 mg/ml, tal como mas de aproximadamente 0,5
mg/ml y menos de aproximadamente 4 mg/ml) en la mezcla de activacion. Dichos potenciadores de la activacion
incluyen, por ejemplo, polietilenglicol, glicerol y etilenglicol.

ACTIVACION EN SOLUCION DE FVII

La proteina FVII que puede activarse mediante el procedimiento de la invencion incluye FVII recombinante humana y
variantes del mismo. Las variantes que pueden activarse mediante el procedimiento de la invencion incluyen, por
ejemplo, aquellas descritas en los documentos WO 01/58935, WO 03/093465, WO 2004/029091, WO 2004/111242, WO
99/20767, WO 00/66753, WO 88/10295, WO 92/15686, WO 02/29025, WO 01/70763, WO 01/83725, WO 02/02764, WO
02/22776, WO 02/38162, WO 02/077218, WO 03/027147, WO 03/037932, WO 2004/000366, WO 2004/029090, WO
2004/108763 y US 20050164932. La proteina FVII puede producirse, por ejemplo, en células eucarioticas tales como
células de mamifero o levadura, mas preferiblemente en células de mamifero tales como células CHO, células HEK o
células BHK.

La variante de FVII puede incluir una o mas sustituciones, inserciones o deleciones en comparacién con el FVII humano
de tipo silvestre (SEQ ID NO: 1) dando como resultado, por ejemplo, una variante que difiere en 1-15 residuos
aminoacidicos de la secuencia aminoacidica de FVII humano de tipo silvestre, tipicamente en 1-10 o en 2-10 residuos
aminoacidicos, por ejemplo, en 1-8 o en 2-8 residuos aminoacidicos, tal como en 3-7 o en 4-6 residuos aminoacidicos
de la secuencia aminoacidica, siendo las diferencias en la secuencia aminoacidica de tipo silvestre tipicamente
sustituciones. Dichas sustituciones pueden efectuarse, por ejemplo, con el objeto de introducir uno o mas sitios de
glucosilacion o PEGilacion in vivo en la proteina y/o para mejorar o modificar de otro modo la actividad coagulante de la
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proteina de tipo silvestre; dichas variantes se describen, por ejemplo, en los documentos WO 01/58935, WO 03/093465,
WO 2004/029091, WO 2004/111242 y US 20050164932. En una realizacion, la variante de FVII comprende una o mas
de las sustituciones P10Q, K32E y A34E. En otra realizacion, la variante de FVIlI comprende las sustituciones P10Q y
K32E. En otra realizacién, la variante de FVII comprende una o mas de las sustituciones T106N o V253N. En otra
realizacion, la variante FVII comprende las sustituciones P10Q, K32E, T106N y V253N. En otra realizacion, la variante
de FVII comprende las sustituciones P10Q, K32E, A34E, T106N y V253N. En ofra realizacion, la variante de FVII
comprende las sustituciones P10Q, K32E, A34E, R36E, T106N y V253N.

Una solucién que comprende una preparacion sustancialmente purificada de FVIImc que contiene al menos un 80% de
FVIimc respecto a FVlla u otros fragmentos derivados de FVII tal como, por ejemplo, al menos un 85%, al menos un
90%, al menos un 92%, al menos un 95% o al menos un 98% de FVIImc respecto a FVlla u otros fragmentos derivados
de FVII, puede obtenerse segun el procedimiento descrito a continuacién, o mediante cualquier otro procedimiento
conocido por los especialistas en la materia. Se afiade a esta solucion lo siguiente: un compuesto de amina tal como
Tris, lisina, arginina, fosforilcolina o betaina, a una concentracion final de aproximadamente 50 mM a aproximadamente
500 mM, tal como de aproximadamente 100 mM.

Se afiade Ca®* (generalmente CaCl,) a una concentracion final de al menos 2 mM, preferiblemente de
aproximadamente 5 mM a 50 mM, tal como de aproximadamente 10 mM a aproximadamente 30 mM.

Se ajusta el pH final de la solucién a entre aproximadamente pH 7,2 y 8,6, por ejemplo aproximadamente de pH 7,4 a
8,4, tal como aproximadamente de pH 7,6 a 8,2, por ejemplo aproximadamente a pH 8. Si se usan Tris, lisina, arginina o
fosforilcolina en la mezcla de activacién, a menudo no es necesario un tampon adicional para ajustar el pH al pH
deseado. Si se usa betaina, que no tampona, se incluye un tampén adicional para ajustar el pH al pH deseado. El
tampon adicional no tiene que ser un tampdn que contenga amina; por ejemplo, el borato es un tampén adecuado. La
concentracion de NaCl en la mezcla de activacion esta generalmente entre aproximadamente 50 y 300 mM,
preferiblemente es aproximadamente 100 mM.

Se incuba la mezcla de reaccion resultante a entre aproximadamente 2 y aproximadamente 25°C, por ejemplo a
“temperatura ambiente fria” (por ejemplo, de aproximadamente 2 a 8°C, tal como aproximadamente a 4°C) o a
temperatura ambiente (por ejemplo, de aproximadamente 18 a 25°C, tal como aproximadamente a 20°C o
aproximadamente a 22°C), durante un periodo de tiempo suficiente para convertir al menos un 90% del FVIImc en
FVlla. La conversion de FVIimc en FVlla puede monitorizarse, por ejemplo, mediante electroforesis en gel en geles de
PAGE-SDS reductor como se describe a continuacion, mediante cromatografia de exclusion por tamafio o mediante
cualquier otro medio conocido por los especialistas en la materia.

La concentracion inicial de FVIImc en la mezcla de activacion es generalmente de al menos 0,5 mg/ml, tal como de al
menos 1 mg/ml, por ejemplo, al menos 4 mg/ml tal como, por ejemplo, entre aproximadamente 4 mg/mly 10 mg/ml. Si la
mezcla de activacion tiene una concentracion inicial de FVIImc menor de 4 mg/ml, la mezcla de activaciéon comprende
ademas preferiblemente un potenciador de la activacion tal como polietilenglicol, glicerol o etilenglicol tal como, por
ejemplo, PEG4000, PEG8000 o glicerol. EI PEG4000 o PEG8000 esta preferiblemente presente a entre
aproximadamente 1% y 10% (p/v) en la mezcla de activacion tal como, por ejemplo, 5% de PEG4000 o 5% de
PEGB8000. El glicerol o etilenglicol esta preferiblemente presente a entre aproximadamente 5% y 15% (v/v) en la mezcla
de activacion tal como, por ejemplo, 10% de glicerol o 10% de etilenglicol, preferiblemente 10% de glicerol.

Es una ventaja importante del procedimiento de activacion en solucion de la presente invencion frente a los
procedimientos de activacion existentes, tales como aquellos que emplean una superficie cargada positivamente o
resina de intercambio aniénico, que el proceso de activacién en solucién en mas susceptible de optimizaciéon, por
ejemplo a pequeiia escala, y los parametros asi optimizados pueden aumentarse de escala facilmente para fabricacion
a gran escala. Los parametros para activacion en solucion a gran escala pueden ajustarse ademas mas facilmente para
adaptarse a las variaciones de proceso. Las condiciones pueden establecerse para que la reaccién de activacion
proceda en un marco temporal y a una temperatura practica con fines de fabricacién a gran escala tales como, por
ejemplo, aproximadamente 4 horas, 8 horas, una noche (por ejemplo 16 horas) o 24 horas; preferiblemente de 4 horas a
16 horas y, por ejemplo, a temperatura “ambiente fria” o temperatura ambiente. La capacidad de controlar
cuidadosamente el proceso de activacion minimiza adicionalmente la formacion de productos de degradacion
indeseables.

La invencion se describira adicionalmente con referencia al siguiente ejemplo no limitante.
Materiales y procedimientos
PREPARACION DE FVlimc

Se expreso una variante de FVII ejemplar que comprende las sustituciones P10Q K32E A34E R36E T106N y V253N
(respecto a la SEQ ID NO: 1) en células CHO-K1 y se secreté la proteina variante de FVII en el medio de cultivo. Se
esterilizé por filtracion y se ultrafiltré el sobrenadante de cultivo. Se ajusté el pH de los sobrenadantes concentrados a 6
con acido acético, se ajustd la concentracion de CaCl; a 0,25 mM, se ajusto la concentracion de L-histidinaa 10 mM y
se anadio Tween-80 al 0,04%.
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Se cargd posteriormente el sobrenadante ajustado en una columna ANX Sepharose™ 4 FF o una columna Q-
Sepharose™ FF (GE Healthcare) equilibradas anteriormente con L-histidina-HCI 25 mM, NaCl 140 mM, 0,04% de
Tween-80, pH 6. Se lavd entonces la columna con L-histidina-HCI 25 mM, NaCl 140 mM, 0,04% de Tween-80, pH 6,
seguido de L-histidina-HCI 25 mM, CaCl; 1 mM, 0,04% de Tween-80, pH 6. Se eluyd la proteina con L-histidina-HCI 25
mM, CaCl, 34 mM, 0,04% de Tween-80, pH 6 cuando se usaba ANX-Sepharose 4 FF, o con L-histidina-HCI 25 mM,
CaCl; 33 mM, 0,04% de Tween 80, pH 6 cuando se usaba Q-Sepharose FF.

Se ajusto la solucion eluida de la columna ANX- o Q-Sepharose a una concentracion final de NaCl 100 mM antes de
aplicar a una columna de afinidad por Mab (preparada mediante el acoplamiento de un anticuerpo monoclonal
dependiente de calcio anti-dominio FVIIIG1a con Sepharose FF activada con CNBr) equilibrada anteriormente con L-
histidina-HCI 25 mM, NaCl 100 mM, CaCl, 35 mM, pH 6. Se lavo la columna con L-histidina-HCI 25 mM, CaCl; 0,25 mM,
pH 6 y se eluyé el FVIimc de la columna con L-histidina-HCI 25 mM, NaCl 25 mM, EDTA 5 mM, pH 6. El FVIImc eluido
de la columna de Mab tenia una pureza de aproximadamente 95% determinada visualmente en un gel de PAGE-SDS.

Se dializ6 o diafiltré la preparacion de FVIimc sustancialmente purificada frente a L-histidina-HCI 10 mM, NaCl 120 mM,
CaCl; 0,25 mM, pH 6, que contiene opcionalmente 0,01% de Tween-80, y se concentré adicionalmente la proteina
segun se desee. En estas condiciones, la preparacion de FVIImc era estable a temperatura ambiente (aprox. 20°C)
durante al menos 24 horas en presencia de CaCl; 0,25 mM a 50 mM (Figura 1).

Ejemplo 1

Se incub6é FVII monocatenario (FVIImc) preparado como se describe anteriormente a temperatura ambiente fria
(aproximadamente a 4°C, con un intervalo de aproximadamente 2 a 8°C) o a temperatura ambiente (aproximadamente a
20°C, con un intervalo de aproximadamente 18 a 25°C) en diversas condiciones. Se monitoriz6 la conversion de FVIimc
en FVlla mediante electroforesis en gel con geles de PAGE-SDE reductores. Se monitorizé la presencia de cualquier
producto de degradacion adicional usando cuantificacion espectrofotométrica de los picos eluidos de una columna de
cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) o una columna de HPLC en fase inversa (HPLC-FI).

Los compuestos de amina Tris, lisina, arginina, fosforilcolina y betaina eran eficaces para convertir el FVIimc en FVlla
cuando se afiadian a la preparacion de FVIImc sustancialmente purificada en presencia de al menos CaCl, 5 mM a pH
8. Se encontrd que Tris y lisina eran eficaces a concentraciones entre aproximadamente 50 mM y 0,5 M en presencia de
CaCl, 5 mM y pH 8. Se encontr6 que arginina, fosforilcolina y betaina eran eficaces a una concentracion final de
aproximadamente 0,1 M en presencia de CaCl, 5 mM y pH 8. Generalmente no era necesario un agente de
tamponacion adicional para ajustar el pH de la mezcla de activacién a 8 cuando se usaban Tris, lisina, arginina o
fosforilcolina. Cuando se empleaba betaina, que no tampona, se afiadié un tampon tal como borato, HEPES o TRIS a la
mezcla de activacion para ajustar el pH a 8. La concentraciéon de NaCl en la mezcla de activacion era generalmente de
aproximadamente 100 mM.

La conversion de FVIimc en FVlla era sensible a la concentracion de Ca** en la mezcla de activacion. La activacion era
minima en presencia de CaCl, 0,25 mM, pero era notable en presencia de al menos CaCl, 2 mM tal como en el
intervalo de CaCl, 5 mM a CaClz 50 mM, por ejemplo, de CaCl; 10 mM a CaCl, 30 mM. El Mg podria sustituir al
menos a parte del Ca®", como se demuestra a continuacion.

Habia una dependencia significativa de la concentracion inicial de FVIImc sobre el tiempo de activacion. Las Fig. 2A'y
2B muestran el curso temporal de la activacion en soluciéon de una concentraaon inicial de FVIimc 8 mg/ml (mostrado
en el carril 9 de la Fig. 2B). La Fig. 2A muestra que en presencia de Ca®* 5 mM y Tris 0,1 M o lisina 0,1 M a pH 8, la
conversion de FVIimc en FVlla era esencialmente completa después de 8 horas a temperatura ambiente (TA,
aproximadamente 20°C, carriles 1y 2) y era aproximadamente un 95% completa después de 8 horas aproxmadamente

a 4°C (carriles 3 y 4). En estas condiciones, la activacion en solucién en presencia de Ca®* 2,5 mM mas Mg** 2,5 mM
procedia ligeramente mas lenta que en presencia de Ca®* 5 mM (carriles 5-9). Después de 16 horas (Fig. ZB)
conversion de FVIImc 8 mg/ml en FVlla era esencialmente completa tanto a 4°C como a TA, y a Ca®* 5 mM y Ca** 2, 5
mM mas Mg " 2,5 mM.

La Flg 3 muestra que, a una concentracion inicial de FVIimc de 4 mg/ml, la conversion de FVIimc en FVila a pH 8 y
Ca®* 5mM en presencia de Tris 0,1 M o lisina 0,1 M era esencialmente completa después de 16 horas a TA (carriles 4 y
6), y era aproximadamente un 90% completa después de 16 horas aproximadamente a 4°C (carriles 1 y 3). La Fig. 3
demuestra también el papel del pH en la reaccion de activacion en solucion; la comparacion de los carriles 1y 2 y de los
carriles 4 y 5 muestra que, siendo iguales todos los demas parametros, la activacion a pH 7,2 era mas lenta que la
activacion a pH 8. La activacion a pH 8,6 era comparable con la de pH 8,0 (datos no mostrados).

A concentraciones iniciales de FVIImc menores de aproximadamente 4 mg/ml, se encontré que la presencia de un
potenciador de la activacion tal como PEG (por ejemplo, PEG4000 o PEG8000) y glicerol era eficaz en la aceleracion de
la reaccion de activacion, de tal modo que pudo conseguirse una activacion significativa a las 16 horas sin generacion
de un nivel inaceptable de productos de degradacion. Se observaron resultados éptimos usando 5% (p/v) de PEG4000,
5% (p/v) de PEG8000 y 10% (v/v) de glicerol (Fig. 4).
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Por tanto, los parametros tales como concentracién de FVIimc, concentracion de compuesto de amina, concentracion
de Ca** o Ca2+/M92+, pH y temperatura pueden ajustarse para obtener el marco temporal deseado para la reaccion de
activacion, lo que es particularmente util en aplicaciones de fabricacion a gran escala.

Aunque la invencion precedente se ha descrito con cierto detalle con fines de claridad y comprension, resultara evidente
para un especialista en la materia tras la lectura de esta memoria descriptiva que pueden hacerse diversos cambios en
formas y detalles sin apartarse del alcance real de la invencion. Se entiende que los ejemplos y realizaciones descritos
en la presente memoria son solo con fines ilustrativos y que se sugeriran diversas modificaciones o cambios a la vista
de los mismos por especialistas en la materia, y que se han de incluir en el ambito de esta solicitud y el alcance de las
reivindicaciones adjuntas. Por ejemplo, todas las técnicas y aparatos descritos anteriormente pueden usarse en diversas
combinaciones.
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REIVINDICACIONES

1. Un procedimiento para activar FVII a FVIla en solucién que comprende

(a) obtener una solucién que comprende una preparacion sustancialmente purificada de FVIImc;

(b) afiadir a la solucién un compuesto de amina, Ca®* a una concentracién final de aproximadamente 2 mM a
aproximadamente 50 mM, y ajustar el pH final de la solucién hasta aproximadamente un pH de 7,2 a 8,6;

(c) incubar la mezcla de activacion resultante a entre aproximadamente 2°C y aproximadamente 25°C durante un
periodo de tiempo suficiente para convertir al menos un 90% de FVIimc en FVlla; y

(d) opcionalmente, aislar el FVlla de la mezcla de activacion.

2. El procedimiento de la reivindicaciéon 1, en el que la solucién que comprende la preparacion sustancialmente

purificada de FVIImc contiene al menos un 85% de FVIImc respecto a FVlla y otros fragmentos derivados de FVII.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el compuesto de amina es Tris, lisina, arginina, fosforilcolina o
betaina.
4. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el compuesto de amina se afiade a una concentracion final de

aproximadamente 50 mM a aproximadamente 500 mM.

5. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el pH final de la solucién es de pH 7,6 a 8,2.
6. El procedimiento de la reivindicacion 5, en el que el pH final de la solucién es de aproximadamente pH 8.
7. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que la mezcla de activacion tiene una concentracion inicial de

FVIimc de al menos 4 mg/ml.

8. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que la mezcla de activacion tiene una concentracion inicial de
FVIimc de aproximadamente 1 mg/ml a 4 mg/ml, y la mezcla de activaciéon comprende adicionalmente un potenciador
de la activacion.

9. El procedimiento de la reivindicacion 8, en el que el potenciador de la activacion es polietilenglicol, glicerol o
etilenglicol.

10. El procedimiento de la reivindicacion 9, en el que el potenciador de la activacion es PEG4000, PEG8000 o
glicerol.

11. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el periodo de tiempo suficiente para convertir al menos un
90% de FVIImc en FVlla es entre aproximadamente 4 horas y 24 horas.

12. El procedimiento de la reivindicacién 1, en el que la mezcla de activacion tiene una concentracion inicial de
FVIimc de aproximadamente 4 mg/ml a aproximadamente 10 mg/ml, el compuesto de amina es Tris o lisina a una
concentracion final de aproximadamente 0,1 M, la concentracion de Ca?" es de 10 mM a 30 mM, el pH de la mezcla de
activacion es aproximadamente pH 8 y la solucién se incuba a aproximadamente 4°C durante 8-24 horas.

13. El procedimiento de la reivindicacion 1, en el que el FVII es una variante de FVII que difiere en 1-15 residuos
aminoacidicos de la secuencia aminoacidica de FVII humano (SEQ ID NO:1).

14. El procedimiento de la reivindicacién 13, en el que la variante de FVII comprende las sustituciones P10Q y
K32E.
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Fig. 3
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incubado durante 16 horas
con CaCl2 5 mM mas lo siguiente:
1. Tris0,1M pHS8 a 4°C
2. Tris0O1M pH7,2 a 4°C
3. LysO1M pHS8 a 4°C
4. TrsO01M pHS8 a 20°C
5. Tris0,1M pH7,2 a 20°C
6. LysO,1M pHB a 20°C
7. Control pH 6 a 20°C
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