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DESCRIPCION
Derivados del Factor VIl de coagulacion
CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencion se refiere a nuevos derivados del Factor VII de coagulacién humana, polipéptidos del
Factor VII, asi como a constructos de polinucleétidos que codifican tales polipéptidos, vectores y células huésped que
comprenden y que expresan el polinucleétido, composiciones farmacéuticas que comprenden derivados del Factor VI,
usos y métodos de tratamiento.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] La coagulacién de la sangre es un proceso que consiste en una interaccion compleja de varios componentes (0
factores) sanguineos que eventualmente originan un coagulo de fibrina. Generalmente, los componentes sanguineos
que participan en lo que se ha denominado como la "cascada" de coagulacion, son proteinas enziméaticamente inactivas
(proenzimas o zimogenos) que se convierten en enzimas proteoliticas por la accion de un activador (que por si mismo
es un factor de coagulacion activado). Los factores de coagulacion que han sido sometidos a tal conversion se conocen
generalmente como "factores activos”, y son designados por la adicion de la letra "a" al nombre del factor de
coagulacién (p. ej., Factor Vlla).

[0003] La iniciacion del proceso hemostético es mediada por la formacidn de un complejo entre el factor tisular,
expuesto como resultado de una herida en la pared del vaso, y el Factor Vlla. Entonces, este complejo convierte los
Factores IX y X a sus formas activas. El Factor Xa convierte cantidades limitadas de protrombina a trombina en la célula
portadora del factor tisular. La trombina activa las plaquetas y los Factores V y VIII convirtiéndolos en Factores Va y
Vllla, ambos cofactores en el proceso adicional que conduce al estallido completo de la trombina. Este proceso incluye
la generacion del Factor Xa por el Factor 1Xa (en complejo con el Factor Vllla) y ocurre en la superficie de plaquetas
activadas. La trombina convierte finalmente el fibrinégeno a fibrina dando como resultado la formacion de un coagulo de
fibrina.

[0004] El Factor VIl es un rastro de glicoproteina de plasma que circula en la sangre como un zimégeno monocatenario.
El zimogeno es cataliticamente inactivo. El Factor VIl monocatenario se puede convertir a Factor Vila bicatenario
mediante el Factor Xa, Factor Xlla, Factor 1Xa, Factor Vlla o trombina in vitro. Se cree que el Factor Xa es el principal
activador fisiologico del Factor VII. La conversion del Factor VII zimégeno en la molécula activada bicatenaria ocurre por
escision de un enlace peptidico Argisz-llesss interno.

[0005] Con frecuencia es conveniente estimular o bloquear selectivamente la cascada de coagulacién en un sujeto. El
Factor Vlla ha sido usado para controlar trastornos de sangrado que tienen diferentes causas, tales como deficiencias
del factor de coagulacion (p. ej., hemofilia A y B o deficiencia de Factores Xl o VIl de coagulacion) o inhibidores del
factor de coagulacion. El Factor Vila también ha sido usado para controlar un sangrado excesivo en sujetos con una
cascada de coagulacion sanguinea que funciona normalmente (sin deficiencias o inhibidores del factor de coagulacion
contra cualquiera de los factores de coagulacion). Dicho sangrado puede, por ejemplo, ser provocado por una funcion
defectuosa de las plaquetas, trombocitopenia o enfermedad de von Willebrand. El sangrado también es un problema
principal junto con la cirugia y otras formas de dafio tisular.

[0006] La Patente Europea n.° 200, 421 (ZymoGenetics) se refiere a la secuencia de nucledtidos que codifica el Factor
VIl humano y la expresién recombinante del Factor VII en células de mamifero.

[0007] Dickinson et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 93,14379-14384, 1996) se refiere a polipéptidos del Factor VII
donde Lys157, Vall58, Glu296, Met298, Asp334, Ser336 o Lys337 han sido individualmente sustituidos por Ala.
lwanaga et al. (Thromb. Haemost. (suplemento de agosto 1999), 466, resumen 1474) se refiere a variantes del Factor
Vila donde los residuos 316-320 son eliminados o los residuos 311-322 son sustituidos por los residuos
correspondientes de tripsina.

[0008] Los anticoagulantes tales como heparina, cumarina, derivados de cumarina, derivados de indandiona u otros
agentes se pueden utilizar para bloquear selectivamente la cascada de coagulacion en un paciente, por ejemplo,
durante la didlisis de rifion, o para tratar la trombosis venosa profunda, coagulacion intravascular diseminada (DIC, por
sus siglas en inglés), y un huésped de otros trastornos médicos. Por ejemplo, el tratamiento de heparina o tratamiento
extracorpdreo con i6n citrato (Pat. EE. UU n.° 4,500,309) se puede utilizar en la didlisis para prevenir la coagulacion
durante el curso del tratamiento. La heparina se utiliza también en la prevencion de la trombosis venosa profunda en
pacientes sometidos a cirugia.

[0009] No obstante, el tratamiento con heparina y otros anticoagulantes puede tener efectos secundarios indeseables.
Generalmente, los anticoagulantes disponibles actian en todo el cuerpo, actuando preferentemente en un sitio del
coagulo en concreto. La heparina, por ejemplo, puede causar un sangrado abundante. Ademas, con una vida media de
aproximadamente 80 minutos, la heparina se depura rapidamente de la sangre, necesitando una administracion
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frecuente. Ya que la heparina actia como un cofactor para la antitrombina Il (AT 1), y la AT Illl disminuye rapidamente
en el tratamiento DIC, con frecuencia es dificil mantener la dosis de heparina apropiada, precisando un control continuo
de la AT lll y los niveles de heparina. La heparina no produce ningun efecto si la disminuciéon de AT Ill es extrema.
Ademas, el uso prolongado de la heparina también puede aumentar la agregacién plaquetaria y reducir el conteo de
plaquetas, y se ha visto implicado en el desarrollo de la osteoporosis. Los derivados de indandiona también puede tener
efectos secundarios téxicos.

[0010] Ademas de los anticoagulantes brevemente descritos mas arriba, se ha descubierto que diferentes proteinas de
origen natural tienen actividad anticoagulante. Por ejemplo, Reutelingsperger (Pat. EE. UU. n.° 4,736,018) aisl6
proteinas anticoagulantes de la arteria aorta bovina y de las arterias y vena umbilical. Maki et al. (Pat. EE. UU. n.°
4,732,891) describen proteinas anticoagulantes derivadas de placenta humana. Ademas, se ha propuesto la AT Ill como
un anticoagulante terapéutico (Schipper et al., Lancet 1 (8069): 854-856 (1978); Jordan, Pat. EE. UU. n.° 4,386,025;
Bock et al., Pat. EE. UU. n.° 4,517,294).

[0011] En aproximadamente el 30% o mas de pacientes tratados por angioplastia, endarterectomia o injertos de bypass,
trombosis y/o proliferacion de células musculares lisas en la intima, causa reoclusiéon de los vasos y consecuente fallo
de la cirugia reconstructiva. Este cierre de los vasos después de la cirugia es conocido como restenosis. Se cree que la
restenosis se origina a partir de una interaccion compleja de procesos bioldgicos que incluyen deposicion de plaquetas y
formacion de trombos, liberacion de factores mitogénicos y quimiotacticos, y la migracion y proliferacion de células del
musculo liso vascular en la intima del segmento arterial dilatado.

[0012] La inhibicibn de la acumulacion de plaquetas en sitios de la herida mecanica pueden limitar el indice de
restenosis en sujetos humanos. Mientras la acumulacion de plaquetas ocurre en sitios de heridas vasculares agudas, la
generacion de trombina en estos sitios puede ser responsable para la activacion de las plaquetas y su posterior
acumulacion.

[0013] La Solicitud Internacional n.° WO 92/15686 se refiere al Factor Vlla inactivado, acido polinucleico y lineas
celulares de mamifero para la produccién del Factor Vllla inactivado, y a composiciones que comprenden el Factor Vlla
inactivado para inhibir la coagulacion de la sangre.

[0014] La Solicitud Internacional n.° WO 94/27631 se refiere a métodos para inhibir la restenosis vascular, la actividad
del factor tisular y la deposicién de plaquetas.

[0015] La Solicitud Internacional n.° WO 96/12800 se refiere a un método para el tratamiento de cierre agudo de una
arteria coronaria que comprende al individuo, una composicién que comprende el Factor Vlla inactivado junto con un
activador tisular plasmindgeno o estreptoquinasa.

[0016] La mayoria de las proteinas introducidas en la circulacién son depuradas rapidamente del sujeto mamifero por
los rifiones. Este problema puede ser parcialmente superado mediante la administracion de una mayor cantidad de la
proteina o mediante la administracién reiterada. No obstante, unas dosis méas altas de la proteina pueden producir
anticuerpos que pueden enlazar e inactivar la proteina y/o facilitar la depuracién de la proteina del cuerpo del sujeto. La
administracion reiterada de la proteina terapéutica no es esencialmente efectiva y puede ser peligrosa puesto que
puede provocar una respuesta alérgica.

[0017] Algunos intentos de resolver los problemas asociados a terapias de proteinas incluyen la microencapsulacion,
sistemas de administracion de liposomas, administracion de proteinas de fusion y modificacion quimica. El mas
prometedor de ellos ha sido hasta la fecha la modificacion de la proteina terapéutica mediante el enlace covalente de
polimeros de éxido de polialquileno, particularmente politilenglicoles (PEG). Por ejemplo, la Pat. EE. UU. n.° 4,179,337
describe el uso de PEG o polipropilenglicol acoplado a proteinas para proporcionar una composicion de polipéptido
soluble en agua no inmunogénico fisiolégicamente activa. Nucci et al. describen diferentes proteinas que han sido
modificadas por adicion de PEG incluyendo adenosina deamidasa, L-asparaginasa, interferon alfa 2b (IFN-a2b),
superoxido de dismutasa, estreptoquinasa, activador tisular plasminégeno (tPA), uroquinasa, uricasa, hemoglobina,
interleucinas, interferones, TGF-beta, EGF y otros factores de crecimiento (Nucci et al., 1991, Adv. Drug Delivery Rev.
4:133-151). Algunos de estos intentos han dado como resultado una vida media mas larga de las proteinas y la
reduccion de la inmunogenicidad de la proteina.

[0018] Tipicamente, la PEGilacion de proteinas implica activar el PEG con un grupo funcional que reaccionara con
residuos de lisina en la superficie de la proteina. Si se lleva a cabo la modificacion de la proteina, normalmente se
pierde la actividad de la proteina. Los procedimientos de modificacion que permiten la PEGilacion parcial de la proteina
normalmente resultan so6lo aproximadamente el 50% de pérdida de la actividad y la vida media del suero aumentada
inmensamente, de modo que la dosis efectiva total de la proteina es inferior.

[0019] Los desarrollos recientes en los métodos de PEGilacion de proteina emplean reactivos PEG activados que
reaccionan con grupos tiol de la proteina, dando como resultado la unién covalente de PEG a una cisteina, cuyo residuo
fue insertado en el lugar de una lisina de origen natural de la proteina. Shaw et al. (Pat. EE. UU. n.° 5,166,322)
describen variantes especificas de IL-3 que tienen una cisteina introducida en sitios especificos en la secuencia de
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aminoacidos de origen natural. Los compuestos reactivos de sulfhidrilo (p. e€j., polietilenglicol activado) se fijan a
continuacion a estas cisteinas por reaccién con la variante de IL-3. Katre et al. (Pat. EE. UU. n.° 5,206,344) describen
variantes especificas de IL-2 que contienen una cisteina introducida en un sitio especifico en la secuencia de
aminoacidos de origen natural. La variante IL-2 reacciona posteriormente con un reactivo de polietilenglicol activado
para unir esta fraccion a una cisteina.

[0020] Sigue existiendo una necesidad en la técnica de polipéptidos del Factor VII mejorados con actividad
anticoagulante o procoagulante prolongada. En particular, existe una necesidad de polipéptidos del Factor VII que ha
aumentado la vida media del suero sin los efectos secundarios indeseables tales como la activacion sistémica del
sistema de coagulacion y sangrado, respectivamente, asociado a terapias convencionales, y que se pueden administrar
a dosis relativamente bajas de modo que se evitan las administraciones reiteradas de una cantidad mas grande de la
proteina.

DESCRIPCION DE LA INVENCION

[0021] La presente invencion se refiere a nuevos polipéptidos del Factor VII de coagulacion con la misma actividad o
una mayor actividad en comparacion con el Factor Vlla de tipo salvaje y con derivados del Factor VII con el aumento de
la vida media del suero.

[0022] Las areas en la molécula del Factor Vlla han sido identificadas donde se permiten los cambios en la estructura
primaria al igual que otras modificaciones sin influir o reducir la actividad bioldgica del Factor Vlla. Las areas en la
estructura del Factor Vlla que han sido identificadas para no ser implicadas en la unién con el factor tisular o el Factor X,
incluyen las posiciones de aminoacido desde 247-260 y desde 393-406 de la SEC ID n.% 1. Especificamente los
aminoacidos en las posiciones Q250, R396 y P406 de la secuencia SEC ID n.°: 1 han sido analizados para la
introduccion de residuos de cisteina (Cys). La introduccién de residuos Cys va seguida de la conjugacion con un grupo
quimico, por ejemplo polietilenglicol (PEG), para aumentar la vida media en la circulacién del derivado del Factor VII.
Una cisteina también ha sido introducida en la secuencia C-terminal de SEC ID n.%: 1 (referida como 407C), que va
seguida de la conjugacion de PEG. De modo que esta adicién de una cisteina en la secuencia C-terminal de la SEC ID
n.%: 1 se da sin reduccién en la actividad proteolitica de polipéptidos del Factor Vlla. Estos derivados del Factor VII, por
ejemplo, un polipéptido del Factor VII conjugado con una molécula de PEG, son utiles de forma terapéutica en
situaciones donde se desea un efecto prolongado de los polipéptidos del Factor VII, por ejemplo en situaciones donde la
administracion reiterada o la administracion de una cantidad mas grande del polipéptido del Factor VII es inconveniente
o problematica. Ademas, los polipéptidos del Factor Vlla de la presente invencién con aminoacidos introducidos (p. €j.,
un residuo Cys) capaces de ser conjugados con un grupo quimico en posiciones en la molécula del Factor Vlla, que no
influyen en la actividad proteolitica, se pueden utilizar para introducir cualquier grupo funcional de un conjugado del
Factor VII.

[0023] En un aspecto, se describe un polipéptido del Factor VII que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC
ID n.% 1 o una variante de la misma, donde un aminoéacido capaz de ser conjugado con un grupo quimico ha sido
insertado en la secuencia SEC ID n.°: 1 o una variante de la misma en una posicion, donde el polipéptido del Factor VII
tiene sustancialmente la misma actividad o una mayor actividad en comparacion con el Factor Vila recombinante
humano de tipo salvaje.

Debe entenderse que el aminoacido se puede insertar en la secuencia SEC ID n.° 1, sin sustituir a ninglin aminoécido.
La insercion de un aminoécido puede estar en la misma posicidn en la secuencia SEC ID n.%: 1, donde un aminoacido
es posteriormente sustituido. De este modo, en una forma de realizacién, la insercion de aminoacidos es seguida de una
sustitucion de aminoécidos o viceversa.

[0024] En un aspecto, la invencion se refiere a un polipéptido del Factor VII que comprende la secuencia de
aminoacidos SEC ID n.°: 1 o una variante de la misma, donde un aminoacido capaz de ser conjugado en un grupo
quimico ha sido afiadido al C-terminal de la SEC ID n.°: 1.

[0025] EI término "un aminoacido” como se utiliza en este caso significa uno o0 mas aminoéacidos. Debe entenderse que
el aminoacido que reemplaza el aminoacido o que se inserta o se aflade al polipéptido del Factor VIl es capaz de ser
conjugado con cualquier grupo quimico que aumentari el peso molecular real del polipéptido del Factor VII. Esta
conjugacion con el grupo quimico incluye pero de forma no limitativa la unidon covalente de polietilenglicol (PEG),
monometoxipolietilenglicol, dextrano, de poli-(N-vinil pirrolidona) polietilenglicol, homopolimeros de propilenglicol, un
copolimero de 6xido de propileno/6xido de etileno, polipropilenglicol, polioles polioxietilados (por ejemplo, glicerol) y
alcohol polivinilico, acidos colominicos u otros polimeros basados en carbohidratos, polimeros de aminoéacidos y
derivados de biotina.

[0026] Preferiblemente el grupo quimico es un polimero hidrosoluble, biocompatible, no téxico y no inmunogénico.
Preferiblemente el grupo quimico es hidrosoluble en todas las proporciones.

[0027] Esta sustitucion, insercion o adicion de aminoacidos, y conjugacién con un grupo quimico se compara, sin
reduccioén sustancial de actividad procoagulante de la forma activada del derivado del Factor VII, con el Factor Vila
recombinante humano de tipo salvaje.
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[0028] EI término "polipéptido del Factor VII" como se utiliza en este caso significa cualquier proteina que comprende la
secuencia de aminoacidos 1-406 del Factor VII humano nativo (SEC ID n.°: 1) o variantes de las mismas. Este incluye
pero de forma no limitativa el Factor VII humano, el Factor Vlla humano y las variantes de los mismos.

[0029] Los términos "Factor VII" o "FVII" como se utilizan en este caso significa un producto que consiste en la forma
inactivada (Factor VII). El término "Factor VIla" o "FVIla" como se utiliza en este caso significa un producto que consiste
en la forma activada (Factor Vlla). Este incluye proteinas que poseen la secuencia de aminoacidos 1-406 del Factor VII
humano nativo o Factor Vlla. También incluye proteinas con una secuencia de aminoacidos ligeramente modificada, por
ejemplo, un extremo N-terminal modificado que incluye deleciones o adiciones de aminoacidos N-terminal mientras
aquellas proteinas retienen sustancialmente la actividad del Factor Vlla. El "Factor VII" o "Factor VIla" en la definicion
anterior también incluyen variaciones alélicas naturales que pueden existir y tienen lugar de un individuo a otro.
También, el grado y ubicacién de la glicosilacion u otras modificaciones postraduccionales pueden variar dependiendo
de las células huésped elegidas y la naturaleza del entorno celular huésped.

[0030] Los términos "variante" o "variantes”, como se utilizan en este caso, se destinan a designar el Factor VIl humano
con la secuencia SEC ID n.°: 1, donde uno o mas aminoacidos de la proteina original han sido sustituidos por otro
aminoacido y/o donde uno o mas aminoacidos de la proteina original han sido eliminados y/o donde uno o mas
aminoacidos han sido insertados en la proteina y/o donde uno o mas aminoéacidos han sido afiadidos a la proteina
original. Dicha adicion puede tener lugar bien en el extremo N-terminal o en el extremo C-terminal de la proteina original
0 a ambos.

[0031] El término "sustancialmente la misma actividad o actividad incrementada comparada con el Factor Vlla
recombinante humano de tipo salvaje”, como se utiliza en este caso, significa una actividad de méas del 70% de la
actividad del Factor Vlla recombinante humano de tipo salvaje. En una forma de realizacion, la actividad supone mas del
80% de la actividad del Factor Vlla recombinante humano de tipo salvaje. En otra forma de realizacion la actividad
supone mas del 90% de la actividad del Factor Vlla recombinante humano de tipo salvaje. En otra forma de realizacion
la actividad supone mas del 100% de la actividad del Factor Vlla recombinante humano de tipo salvaje. En otra forma de
realizacion la actividad supone més del 120% de la actividad del Factor Vlla recombinante humano de tipo salvaje. En
otra forma de realizacion la actividad supone méas del 200% de la actividad del Factor Vlla recombinante humano de tipo
salvaje. En otra forma de realizacion la actividad supone méas del 400% de la actividad del Factor Vlla recombinante
humano de tipo salvaje.

[0032] El término "derivado del Factor VII", como se utiliza en este caso, se destina a designar un polipéptido del Factor
VIl con la secuencia SEC ID n.°: 1 o una variante de la misma, en la que unos o varios aminoacidos del péptido original
han sido quimicamente modificados, por ejemplo, por alquilacion, PEGilacion, acilacion, formacion de éster o formacion
de amidas o similares. Esto incluye, pero no se limita al Factor Vlla humano PEGilado, al Factor Vlla humano de
cisteina PEGilado y a variantes de los mismos.

[0033] EI término "Factor Vlla humano PEGilado", significa Factor Vila con una molécula de PEG conjugada con un
aminoacido del polipéptido del Factor Vlla humano.

[0034] El término "Factor Vlla humano de cisteina PEGilada" significa Factor Vlla con una molécula de PEG conjugada
con un grupo sulfhidrilo de una cisteina introducida en el Factor VIla humano.

[0035] EI término "un aminoacido diferente” como se utiliza en este caso significa uno o mas aminoacidos diferentes de
este aminoacido presente naturalmente en esa posicion. Esto incluye pero no se limita a aminoacidos que pueden ser
codificados por un polinucledtido. Preferiblemente, el aminoacido diferente se encuentra en forma de L natural y puede
ser codificado por un polinucleétido. Un ejemplo especifico es L-cisteina (Cys).

[0036] El término "actividad" como se utiliza en este caso significa la capacidad de un polipéptido del Factor VII de
convertir su sustrato de Factor X al Factor Xa activo. La actividad de un polipéptido del Factor VII se puede medir con el
"Ensayo de Protedlisis In Vitro" (véase el ejemplo 6).

[0037] EI término "polietilenglicol" o "PEG" significa un compuesto de polietilenglicol o un derivado del mismo, con o sin
agentes de acoplamiento, fracciones de acoplamiento o activacion (p. e€j., con tiol, triflato, tresilato, aziridina, oxirano, o
preferiblemente con una fraccion de maleimida). Compuestos tales como maleimida monometoxi PEG son ilustrativos
de compuestos de PEG activado de la invencion.

[0038] El término "un grupo quimico” como se utiliza en este caso significa uno 0 mas grupos quimicos.

[0039] En otro aspecto, se describe un derivado del Factor VII que comprende un polipéptido del Factor VII con la
secuencia de amino4cidos SEC ID n.°: 1 o una variante de la misma, donde un amino&cido se ha insertado en la
secuencia SEC ID n.°: 1 o una variante de la misma y donde el aminoacido se conjuga con un grupo quimico que
aumenta el peso molecular real del polipéptido del Factor VII con aproximadamente 300 daltons hasta aproximadamente
100 000 daltons y donde el derivado del Factor VIl tiene sustancialmente la misma actividad o una mayor actividad en
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comparacién con el Factor Vlla recombinante humano de tipo salvaje.

[0040] La invencidn se refiere a un derivado del Factor VII que comprende un polipéptido del Factor VIl con la secuencia
de aminoéacidos SEC ID n.°: 1 o una variante de la misma, donde el polipéptido del Factor VII tiene la misma actividad o
una mayor actividad en comparacion con el Factor Vlla recombinante humano de tipo salvaje donde un aminoéacido ha
sido afiadido al C-terminal de la SEC ID n.°: 1 o de la variante de la misma y donde el aminoacido se conjuga con un
grupo quimico que aumenta el peso molecular real del polipéptido del Factor VII con aproximadamente 300 daltons
hasta aproximadamente 100 000 daltons y donde el derivado del Factor VII tiene sustancialmente la misma actividad o
una mayor actividad en comparacién con el Factor Vlla recombinante humano de tipo salvaje.

[0041] En otro aspecto, se describe una composicion que comprende un derivado del Factor VII que comprende un
polipéptido del Factor VIl con la secuencia de aminoacidos SEC ID n.%. 1 o una variante de la misma, donde un
aminoacido ha sido insertado en la secuencia SEC ID n.°; 1 o una variante de la misma y donde el aminoacido se
conjuga con un grupo quimico que aumenta el peso molecular real del polipéptido del Factor VII con aproximadamente
300 daltons hasta aproximadamente 100 000 daltons y donde el derivado del Factor VIl tiene sustancialmente la misma
actividad o una mayor actividad en comparacion con el Factor Vlla recombinante humano de tipo salvaje.

[0042] La invencion se refiere a una composicion que comprende un derivado del Factor VII que comprende un
polipéptido del Factor VII con la secuencia de aminoacidos SEC ID n.%: 1 o una variante de la misma, donde el
polipéptido del Factor VIl tiene la misma actividad o una mayor actividad en comparacion con el Factor Vlla
recombinante humano de tipo salvaje donde un aminoacido ha sido afiadido al C-terminal de la SEC ID n.°: 1 o de la
variante de la misma y donde el aminoacido se conjuga con un grupo quimico que aumenta el peso molecular real del
polipéptido del Factor VII con aproximadamente 300 daltons hasta aproximadamente 100 000 daltons y donde el
derivado del Factor VII tiene sustancialmente la misma actividad o una mayor actividad en comparacion con el Factor
Vlla recombinante humano de tipo salvaje.

[0043] En otro aspecto, se describe una composicion farmacéutica que comprende un derivado del Factor VII que
comprende un polipéptido del Factor VIl con la secuencia de aminoacidos SEC ID n.°: 1 o una variante de la misma,
donde un aminoacido ha sido insertado en la secuencia SEC ID n.°: 1 o una variante de la misma y donde el amino&cido
se conjuga con un grupo quimico que aumenta el peso molecular real del polipéptido del Factor VII con
aproximadamente 300 daltons hasta aproximadamente 100 000 daltons y donde el derivado del Factor VIl tiene
sustancialmente la misma actividad o una mayor actividad en comparacién con el Factor Vlla recombinante humano de
tipo salvaje; y opcionalmente, un portador farmacéuticamente aceptable.

[0044] En otro aspecto, la invencion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende un derivado del Factor
VIl que comprende un polipéptido del Factor VII con la secuencia de aminoécidos SEC ID n.°: 1 o una variante de la
misma, donde un aminoacido ha sido afiadido al C-terminal de la SEC ID n.%: 1 o0 una variante de la misma y donde el
aminoé&cido se conjuga con un grupo quimico que aumenta el peso molecular real del polipéptido del Factor VII con
aproximadamente 300 daltons hasta aproximadamente 100 000 daltons y donde el derivado del Factor VIl tiene
sustancialmente la misma actividad o una mayor actividad en comparacién con el Factor Vlla recombinante humano de
tipo salvaje; y opcionalmente, un portador farmacéuticamente aceptable.

[0045] En otro aspecto, se describe un constructo polinucleétido que codifica un polipéptido del Factor VII que
comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n.%: 1 o una variante de la misma, donde un aminoacido capaz de ser
conjugado con un grupo quimico ha sido insertado en la secuencia SEC ID n.°: 1 o una variante de la misma en una
posicion, donde el polipéptido del Factor VIl tiene sustancialmente la misma actividad o una mayor actividad en
comparacion con el Factor Vlla recombinante humano de tipo salvaje.

[0046] En otro aspecto, la invencion se refiere a un constructo polinucledtido que codifica un polipéptido del Factor VII
que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n.%: 1 o una variante de la misma, donde un aminoacido capaz de
ser conjugado con un grupo quimico se ha afiadido al C-terminal de la SEC ID n.°: 1 o una variante de la misma.

[0047] En una forma de realizacién, el constructo polinucleétido es un vector.

[0048] EI término "un polinucledtido” denota un polimero monocatenario o bicatenario de base desoxirribonucleétida o
ribonucledtida leido del extremo 5' al 3'. Los polinucleétidos incluyen ARN y ADN, y se pueden aislar de fuentes
naturales, sintetizarse in vitro u obtenerse a partir de una combinaciéon de moléculas sintéticas y naturales. La longitud
de una molécula polinucledtida se da aqui en términos de nucleétidos (abreviado como "nt") o pares de bases
(abreviado como "pb"). El término "nucleétidos” se usa para ambas moléculas monocatenarias y bicatenarias donde el
contexto lo permite. Cuando el término se aplica a moléculas bicatenarias se usa para indicar la longitud total y se
entenderd como equivalente al término "pares de bases". Los expertos en la técnica reconoceran que las dos cadenas
de un polinucleétido bicatenario pueden diferir ligeramente en la longitud y que sus extremidades se pueden empalmar
como resultado de una escision enzimatica; de este modo, todos los nucleétidos dentro de una molécula de
polinucleétido bicatenario pueden no ser pares. Dichas extremidades impares no exceden generalmente de 20 nt en la
longitud.
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[0049] EI término "vector”, como se utiliza en este caso, significa cualquier entidad de acido nucleico capaz de la
amplificacién en una célula huésped. De este modo, el vector puede ser un vector de replicacion autbnoma, es decir, un
vector que existe como una entidad extracromosémica, cuya replicacion es independiente de la replicacion
cromosoémica, por ejemplo, un plasmido. Alternativamente, el vector puede ser uno que, cuando se introduce en una
célula huésped, se integra en el genoma de la célula huésped y se replica con el(los) cromosoma(s) en el(los) que se ha
integrado. La eleccion de vector dependera frecuentemente de la célula huésped en la que debe introducirse. Los
vectores incluyen, pero de forma no limitativa vectores plasmidos, vectores fagicos, virus o vectores cosmidos. Los
vectores contienen normalmente un origen de replicacion y al menos un gen seleccionable, es decir, un gen que codifica
un producto que es facilmente detectable o cuya presencia es esencial para el crecimiento celular.

[0050] En otro aspecto, se describe una célula huésped eucariética que comprende un constructo polinucleétido que
comprende una secuencia que codifica un polipéptido del Factor VII que comprende la secuencia de aminoacidos SEC
ID n.°: 1 o una variante de la misma, donde un aminoéacido capaz de ser conjugado con un grupo quimico se ha
insertado en la secuencia SEC ID n.°: 1 o una variante de la misma en una posicién, donde el polipéptido del Factor VII
tiene sustancialmente la misma actividad o una mayor actividad en comparacién con el Factor Vlla recombinante
humano de tipo salvaje.

[0051] En otro aspecto, se describe una célula huésped eucaridtica que comprende un constructo polinucleétido que
comprende una secuencia que codifica un polipéptido del Factor VIl que comprende la secuencia de aminoacidos SEC
ID n.°: 1 o una variante de la misma, donde un amino&cido capaz de ser conjugado con un grupo quimico se ha afiadido
al N-terminal o C-terminal de la SEC ID n.°: 1 o una variante de la misma.

[0052] EIl término "una célula huésped eucaridtica", como se utiliza en este caso, representa cualquier célula, incluyendo
células hibridas, en las que se puede expresar ADN heter6logo. Las células huésped tipicas incluyen, pero no se limitan
a células de insectos, células de levadura, células mamiferas, incluyendo células humanas, tales como células BHK,
CHO, HEK, y COS. En la practica de la presente invencion, las células huésped que son cultivadas son preferiblemente
células mamiferas, mas preferiblemente una linea celular de mamifero establecida, incluyendo sin limitacion, lineas
celulares CHO (p. ej., ATCC CCL 61), COS-1 (p. ej., ATCC CRL 1650), rifion de cria de hamster (BHK) y HEK293 (p.
ej., ATCC CRL 1573; Graham et al., J. Gen. Virol. 36:59-72, 1977).

[0053] Una linea celular BHK preferida es la tk- ts13 BHK (Waechter y Baserga, Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 79: 1106-
1110, 1982), de ahora en adelante referidas como células BHK 570. La linea celular BHK 570 esta disponible en
American Type Culture Collection, 12301 Parklawn Dr., Rockville, MD 20852, con el nimero de acceso ATCC CRL
10314. Una linea celular tk” ts13 BHK esta disponible también con el nimero de acceso ATCC CRL 1632.

[0054] Otras lineas celulares adecuadas incluyen, sin limitarse a ellas, células Rat Hep | (hepatoma de rata; ATCC CRL
1600), Rat Hep Il (hepatoma de rata; ATCC CRL 1548), TCMK (ATCC CCL 139), pulmén humano (ATCC HB 8065),
NCTC 1469 (ATCC CCL 9,1) y DUKX (Urlaub y Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 77:4216-4220, 1980). También
son Utiles las células 3T3, las células Namalwa, mielomas y fusiones de mielomas con otras células. En una forma de
realizacion, la célula huésped eucaridtica es de origen mamifero. En otra forma de realizacion, la célula huésped
eucariotica se selecciona del grupo que consiste en células CHO, células BHK o células HEK.

[0055] En otro aspecto, se describe un animal transgénico que expresa el constructo polinucleétido que codifica un
polipéptido del Factor VII que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n.°: 1 o una variante de la misma, donde
un aminoé&cido capaz de ser conjugado con un grupo quimico se ha insertado en la secuencia SEC ID n.°: 1 o una
variante de la misma en una posicion, donde el polipéptido del Factor VII tiene sustancialmente la misma actividad o una
mayor actividad en comparacién con el Factor Vlla recombinante humano de tipo salvaje.

[0056] En otro aspecto, se describe un animal transgénico que expresa el constructo polinucledtido que codifica un
polipéptido del Factor VII que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n.°: 1 o una variante de la misma, donde
un aminoacido capaz de ser conjugado con un grupo quimico se ha afiadido al N-terminal o C-terminal de la SEC ID n.°:
1 o una variante de la misma.

[0057] En otro aspecto, se describe una expresion de planta transgénica el constructo polinucleétido que codifica un
polipéptido del Factor VII que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n.% 1 o una variante de la misma, donde
un aminoéacido capaz de ser conjugado con un grupo quimico se ha insertado en la secuencia SEC ID n.°: 1 o una
variante de la misma en una posicion, donde el polipéptido del Factor VII tiene sustancialmente la misma actividad o una
mayor actividad en comparacién con el Factor Vlla recombinante humano de tipo salvaje.

[0058] En otro aspecto, se describe una planta transgénica que expresa el constructo polinucleétido que codifica un
polipéptido del Factor VII que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n.°: 1 o una variante de la misma, donde
un aminoacido capaz de ser conjugado con un grupo quimico se ha afiadido al N-terminal o C-terminal de la SEC ID n.°:
1 o una variante de la misma.

[0059] En otro aspecto, se describe un método para producir un polipéptido del Factor VII, el método comprende el
cultivo en un medio de crecimiento apropiado de una célula huésped eucaridtica que comprende el constructo
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polinucleétido que codifica un polipéptido del Factor VII que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n.°: 1 o
una variante de la misma, donde un aminoacido capaz de ser conjugado con un grupo quimico se ha insertado en la
secuencia SEC ID n.% 1 o una variante de la misma en una posicién, donde el polipéptido del Factor VIl tiene
sustancialmente la misma actividad o una mayor actividad en comparacién con el Factor Vlla recombinante humano de
tipo salvaje bajo condiciones que permiten la sintesis de proteina del constructo polinucleétido y la recuperacion del
polipéptido del Factor VII del medio de cultivo.

[0060] En otro aspecto, se describe un método para producir un polipéptido del Factor VII, el método que comprende el
cultivo en un medio de crecimiento apropiado de una célula huésped eucariética que comprende el constructo
polinucleétido que codifica un polipéptido del Factor VIl que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n.% 1 o
una variante de la misma, donde un aminoacido capaz de ser conjugado con un grupo quimico se ha afiadido al N-
terminal o C-terminal de la SEC ID n.°: 1 o una variante de la misma bajo condiciones que permiten la sintesis de
proteina del constructo polinucleétido y la recuperacion del polipéptido del Factor VII del medio de cultivo.

[0061] En otro aspecto, se describe un método para producir un polipéptido del Factor VII, el método comprende la
recuperacion del polipéptido del Factor VII de la leche producido por un animal transgénico que expresa un constructo
polinucleétido que codifica un polipéptido del Factor VIl que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n.°: 1 o
una variante de la misma, donde un aminoacido capaz de ser conjugado con un grupo quimico ha sido insertado en la
secuencia SEC ID n.% 1 o una variante de la misma en una posicion, donde el polipéptido del Factor VIl tiene
sustancialmente la misma actividad o una mayor actividad en comparacion con el Factor VII recombinante humano de
tipo salvaje.

[0062] En otro aspecto, un método para producir un polipéptido de Factor VII, el método comprende la recuperacion del
polipéptido de Factor VII de la leche producido por un animal transgénico que expresa un constructo polinucleétido que
codifica un polipéptido de Factor VII que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n.°: 1 o una variante de la
misma, donde un aminoacido capaz de ser conjugado con un grupo quimico se ha afiadido al N-terminal o C-terminal de
la SEC ID n.°: 1 o una variante de la misma.

[0063] En otro aspecto, se describe un método para producir un polipéptido del Factor VII, el método que comprende el
cultivo de una célula de una planta transgénica que expresa un constructo polinucleétido que codifica un polipéptido del
Factor VII que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n.%: 1 o una variante de la misma, donde un aminoé&cido
capaz de ser conjugado con un grupo quimico se ha insertado en la secuencia SEC ID n.°: 1 o una variante de la misma
en una posicion, donde el polipéptido del Factor VII tiene sustancialmente la misma actividad o una mayor actividad en
comparacion con el Factor Vlla recombinante humano de tipo salvaje y la recuperacion del polipéptido del Factor VII de
la planta transgénica.

[0064] En otro aspecto, se describe un método para producir un polipéptido del Factor VII, el método comprende el
cultivo de una célula de una planta transgénica que expresa un constructo polinucleétido que codifica un polipéptido del
Factor VII que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n.%: 1 o una variante de la misma, donde un aminoé&cido
capaz de ser conjugado con un grupo quimico se ha afiadido al N-terminal o C-terminal de la SEC ID n.% 1 o una
variante de la misma y la recuperacion del polipéptido del Factor VII de la planta transgénica.

[0065] En otro aspecto, se describe un método para producir un derivado del Factor VII que incluye las etapas de:

a) produccion de un polipéptido del Factor VII;

b) conjugacidn del polipéptido del Factor VII con un grupo quimico;

c) aplicacién del derivado del Factor VIl a una cromatografia de intercambio de cationes o columna de filtracién en
gel;y

d) elucién del derivado del Factor VII.

[0066] En otra forma de realizacion del método para la produccion del polipéptido del Factor VII comprende el cultivo en
un medio de crecimiento apropiado de una célula huésped eucaridtica que comprende el constructo polinucle6tido que
codifica un polipéptido del Factor VII que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n.°: 1 o una variante de la
misma, donde un aminoacido capaz de ser conjugado con un grupo quimico ha sido insertado en la secuencia de SEC
ID n.°: 1 0 una variante de la misma a una posicion, donde el polipéptido del Factor VIl tiene sustancialmente la misma
actividad o una mayor actividad en comparacion con el Factor Vlla recombinante humano de tipo salvaje bajo
condiciones que permiten la sintesis de proteina del constructo polinucleétido y la recuperacion del polipéptido del
Factor VII del medio de cultivo.

[0067] En otra forma de realizacion, el método para la produccion del polipéptido del Factor VII comprende el cultivo en
un medio de crecimiento apropiado de una célula huésped eucaridtica que comprende el constructo polinucleétido que
codifica un polipéptido del Factor VII que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n.°: 1 o una variante de la
misma, donde un aminodcido capaz de ser conjugado con un grupo quimico se ha afadido al N-terminal o C-terminal de
la SEC ID n.% 1 o una variante de la misma bajo condiciones que permiten la sintesis de proteina del constructo
polinucleétido y la recuperacion del polipéptido del Factor VII del medio de cultivo.
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[0068] En otra forma de realizacién, los métodos para producir el polipéptido del Factor VII comprenden la recuperacion
del polipéptido del Factor VIl de la leche producido por un animal transgénico que expresa un constructo polinucleétido
que codifica un polipéptido del Factor VII que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n.°; 1 o una variante de
la misma, donde un aminoéacido capaz de ser conjugado con un grupo quimico se ha insertado en la secuencia SEC ID
n.%: 1 o una variante de la misma en una posicion, donde el polipéptido del Factor VII tiene sustancialmente la misma
actividad o una mayor actividad en comparacién con el Factor Vlla recombinante humano de tipo salvaje.

[0069] En otra forma de realizaciéon, el método para la produccion del polipéptido del Factor VII comprende la
recuperacion del polipéptido del Factor VII de la leche producido por un animal transgénico que expresa un constructo
polinucleétido que codifica un polipéptido del Factor VII que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n.%: 1 o
una variante de la misma, donde un aminoacido capaz de ser conjugado con un grupo quimico se ha afiadido al N-
terminal o C-terminal de la SEC ID n.°: 1 o una variante de la misma.

[0070] En otra forma de realizacién, el método para la produccién del polipéptido del Factor VII comprende el cultivo de
una célula de una planta transgénica que expresa un constructo polinucleétido que codifica un polipéptido del Factor VII
que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID n.% 1 o una variante de la misma, donde un aminoacido
capaz de ser conjugado con un grupo quimico ha sido insertado en la secuencia SEC ID n.°: 1 o una variante de la
misma en una posicion, donde el polipéptido del Factor VII tiene sustancialmente la misma actividad o una mayor
actividad en comparacion con el Factor Vlla recombinante humano de tipo salvaje, y la recuperacion del polipéptido del
Factor VII de la planta transgénica.

[0071] En otra forma de realizacion, el método para la produccién del polipéptido del Factor VII comprende el cultivo de
una célula de una planta transgénica que expresa un constructo polinucleétido que codifica un polipéptido del Factor VII
que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEC ID n.% 1 o una variante de la misma, donde un aminoéacido
capaz de ser conjugado con un grupo quimico se ha afiadido al N-terminal o C-terminal de la SEC ID n.% 1 o una
variante de la misma, y la recuperacion del polipéptido del Factor VIl de la planta transgénica.

[0072] EI término "tratamiento”, como se utiliza en este caso, significa la administracién de una cantidad eficaz de un
compuesto terapéuticamente activo de la invencidon con el propésito de evitar cualquier sintoma o desarrollar
enfermedades o con el propdsito de curar o aliviar tales sintomas o estados de enfermedad ya desarrollada. Se
pretende que el término "tratamiento" aqui incluya tratamiento profilactico.

[0073] El término "mejora del sistema hemostatico normal” significa una mejora de la capacidad para generar trombina.

[0074] Tal y como se utiliza en este caso el término “trastorno hemorragico” refleja cualquier falta, congénita, adquirida o
inducida, de origen celular o molecular manifestada en los sangrados. Algunos ejemplos son deficiencias del factor de
coagulacién (p. ej., hemofilia A y B o deficiencia de los Factores de coagulacion XI o VIII), inhibidores del factor de
coagulacién, funcion defectuosa de las plaquetas, trombocitopenia o enfermedad de von Willebrand.

[0075] El término “episodios hemorragicos” incluye un sangrado descontrolado y excesivo que es el principal problema
relacionado con la cirugia y con otras formas de dafio tisular. Un sangrado descontrolado y excesivo puede ocurrir en
sujetos con un sistema de coagulacién normal y en sujetos con trastornos de coagulacion o de sangrado. Las
deficiencias del factor de coagulacion (hemofilia A y B, deficiencia de factores de coagulacion Xl o VII) o inhibidores del
factor de coagulacion pueden ser la causa de trastornos hemorragicos. Los sangrados excesivos también ocurren en
sujetos con una cascada de coagulacion sanguinea que funcione normalmente (sin deficiencias del factor de
coagulacién o inhibidores contra cualquiera de los factores de coagulacién) y pueden ser provocados por una funcion
defectuosa de las plaquetas, trombocitopenia o enfermedad de von Willebrand. En tales casos, los sangrados pueden
ser parecidos a los sangrados provocados por la hemofilia porque el sistema hemoestatico, como en la hemofilia, carece
o tiene “compuestos” de coagulacién esencial anormal (tales como plaquetas o proteina del Factor von Willebrand) que
causan sangrados mas importantes. En sujetos que experimentan dafios tisulares extensivos asociados a la cirugia o un
traumatismo grande, el mecanismo hemoestatico normal puede verse desbordado por la demanda inmediata de
hemostasis y puede desarrollar el sangrado a pesar de poseer un mecanismo hemoestatico normal. El hecho de
conseguir una hemostasis satisfactoria también es un problema cuando los sangrados ocurren en drganos como el
cerebro, la region interna del oido y los ojos con limitada posibilidad de hemostasis quirdrgica. El mismo problema
puede surgir en el proceso de tomar biopsias de varios 6rganos (higado, pulmoén, tejido tumoral, tracto gastrointestinal)
al igual que en la cirugia laparoscopica. Es comun para todas estas situaciones la dificultad de proporcionar la
hemostasis mediante técnicas quirdrgicas (sutura, clips, etc.) que también es el caso cuando el sangrado esta difundido
(gastritis hemorragica y sangrado uterino profuso). Los sangrados agudos y profusos pueden también ocurrir en sujetos
bajo terapia anticoagulante en los que se haya inducido una hemostasis defectuosa por la terapia dada. Estos sujetos
pueden precisar intervenciones quirdrgicas en caso de que el efecto anticoagulante tenga que ser contrarrestado
rapidamente. La prostatectomia retropUbica radical es un procedimiento realizado de forma comin en sujetos con
cancer de prostata localizado. La operacion es frecuentemente complicada por una pérdida de sangre significativa y a
veces masiva. La pérdida de sangre considerable durante la prostatectomia esta principalmente relacionada con la
situacion anatémica complicada, con varios sitios densamente vascularizados que no son facilmente accesibles para la
hemostasis quirargica, y que pueden resultar en un sangrado de una area grande. Otra situacién que puede causar
problemas en el caso de una hemostasis no satisfactoria es cuando se da una terapia anticoagulante a los sujetos con
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un mecanismo hemoestatico normal para prevenir una enfermedad tromboembdlica. Esta terapia puede incluir la
heparina, otras formas de proteoglicanos, warfarina u otras formas de antagonistas de la vitamina K asi como la aspirina
y otros inhibidores de la agregacion plaquetaria.

[0076] En otro aspecto, se describe el uso de un derivado del Factor VIl que comprende un polipéptido del Factor VI
con la secuencia de aminoéacidos SEC ID n.°: 1 o una variante de la misma, donde un aminoacido se ha insertado en la
secuencia SEC ID n.°: 1 o una variante de la misma y donde el aminoacido se conjuga con un grupo quimico que
aumenta el peso molecular real del polipéptido del Factor VII con aproximadamente 300 daltons hasta aproximadamente
100 000 daltons y donde el derivado del Factor VII tiene sustancialmente la misma actividad o una mayor actividad
comparada con el Factor VII recombinante humano de tipo salvaje para la preparacion de un medicamento para el
tratamiento de episodios hemorragicos o para la mejora del sistema hemostatico normal.

[0077] En otro aspecto, la invencion se refiere al uso de un derivado del Factor VII que comprende un polipéptido del
Factor VIl con la secuencia de aminoacidos SEC ID n.%: 1 o una variante de la misma, donde un aminoacido se ha
afiadido al C-terminal de la SEC ID n.°: 1 y donde el amino&cido se conjuga con un grupo quimico que aumenta el peso
molecular real del polipéptido del Factor VIl con aproximadamente 300 daltons hasta aproximadamente 100 000 daltons
y donde el derivado del Factor VIl tiene sustancialmente la misma actividad o una mayor actividad comparado con el
Factor Vlla recombinante humano de tipo salvaje para la preparacion de un medicamento para el tratamiento de
episodios hemorragicos o para la mejora del sistema hemostéatico normal, donde

[0078] el sangrado esta asociado a hemofilia A o B. En otra forma de realizacién, el sangrado estd asociado a la
hemofilia con inhibidores adquiridos. En otra forma de realizacion, el sangrado esta asociado a la trombocitopenia. En
otra forma de realizacion, el sangrado esta asociado a la enfermedad de von Willebrand. En otra forma de realizacién, el
sangrado esta asociado a un dafio tisular severo. En otra forma de realizacion, el sangrado estd asociado a un
traumatismo severo. En otra forma de realizacion, el sangrado esta asociado a una cirugia. En otra forma de realizacion,
el sangrado esta asociado a una cirugia laparoscopica. En otra forma de realizacion, el sangrado esta asociado a una
gastritis hemorragica. En otra forma de realizacion, el sangrado es sangrado uterino profuso. En otra forma de
realizacién, el sangrado se produce en 6rganos con una limitada posibilidad de hemostasis mecéanica. En otra forma de
realizacién, el sangrado se produce en el cerebro, en la region interna del oido o los 0jos. En otra forma de realizacion,
el sangrado esté asociado con el proceso de tomar biopsias. En otra forma de realizacién, el sangrado esté asociado a
una terapia anticoagulante.

[0079] EI término "sujeto" como se utiliza en este caso pretende significar cualquier animal, en particular mamiferos,
tales comos seres humanos, y, cuando sea apropiado, puede ser usado de forma intercambiable con el término
"paciente”.

[0080] En otro aspecto, la invencién se refiere al uso de un derivado del Factor VII que comprende un polipéptido del
Factor VII con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID n.%: 1 o una variante de la misma, donde un aminoacido se ha
insertado en la secuencia SEC ID n.°: 1 o una variante de la misma y donde el aminoacido se conjuga con un grupo
quimico que aumenta el peso molecular real del polipéptido del Factor VII con aproximadamente 300 daltons hasta
aproximadamente 100 000 daltons y donde el derivado del Factor VII tiene sustancialmente la misma actividad o una
mayor actividad en comparacion con el Factor Vlla recombinante humano de tipo salvaje para la preparacion de un
medicamento para el tratamiento de episodios hemorragicos o para la mejora del sistema hemostatico normal.

[0081] En otro aspecto, se describe el uso de un derivado del Factor VII que comprende un polipéptido del Factor VIl
con la secuencia de aminoacidos SEC ID n.°: 1 o una variante de la misma, donde un aminoacido se ha afiadido al N-
terminal o C-terminal de la SEC ID n.°: 1 o una variante de la misma y donde el aminoacido se conjuga con un grupo
quimico que aumenta el peso molecular real del polipéptido del Factor VIl con aproximadamente 300 daltons hasta
aproximadamente 100 000 daltons y donde el derivado del Factor VII tiene sustancialmente la misma actividad o una
mayor actividad en comparacion con el Factor Vlla recombinante humano de tipo salvaje para la preparacion de un
medicamento para el tratamiento de episodios hemorragicos o para la mejora del sistema hemostatico normal.

[0082] En otro aspecto, se describe un método para el tratamiento de episodios hemorragicos o trastornos hemorragicos
en un sujeto o para la mejora del sistema hemostéatico normal, el método comprende la administracion a un sujeto que lo
necesite de una cantidad terapéuticamente o profilacticamente efectiva de un derivado del Factor VIl que comprende un
polipéptido del Factor VIl con la secuencia de aminoacidos SEC ID n.°: 1 o una variante de la misma, donde un
aminoacido se ha insertado en la secuencia SEC ID n.°: 1 o una variante de la misma y donde el aminoacido se conjuga
con un grupo quimico que aumenta el peso molecular real del polipéptido del Factor VII con aproximadamente 300
daltons hasta aproximadamente 100 000 daltons y donde el derivado del Factor VII tiene sustancialmente la misma
actividad o una mayor actividad en comparacion con el Factor Vlla recombinante humano de tipo salvaje.

[0083] En otro aspecto, se describe un método para el tratamiento de episodios hemorragicos o trastornos hemorragicos
en un sujeto o para la mejora del sistema hemostatico normal, el método que comprende la administracion a un sujeto
con la necesidad del mismo una cantidad terapéuticamente o profilacticamente efectiva de un derivado del Factor VII
que comprende un polipéptido del Factor VII con la secuencia de aminoacidos de la SEC ID n.°: 1 o una variante de la
misma, donde un aminoacido se ha afiadido al N-terminal o C-terminal de la SEC ID n.°: 1 o una variante de la misma 'y
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donde el aminoacido se conjuga con un grupo quimico que aumenta el peso molecular real del polipéptido del Factor VII
con aproximadamente 300 daltons hasta aproximadamente 100 000 daltons y donde el derivado del Factor VIl tiene
sustancialmente la misma actividad o una mayor actividad en comparacién con el Factor Vlla recombinante humano de
tipo salvaje.

[0084] En otro aspecto, se describe el uso de un derivado del Factor VIl inactivado, donde un polipéptido del Factor VII
inactivado comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n.°: 1 o una variante de la misma, donde un aminoacido
capaz de ser conjugado con un grupo quimico se ha insertado en la secuencia SEC ID n.% 1 o una variante de la misma
en una posicion, donde el polipéptido del Factor VIl tiene sustancialmente la misma actividad o una mayor actividad en
comparacién con el Factor Vlla recombinante humano de tipo salvaje y con una modificaciéon en su centro catalitico,
esta modificacion inhibe la capacidad del polipéptido del Factor VII de activar el Factor X o IX del plasma, es
posteriormente conjugado con un grupo quimico que aumenta el peso molecular real del polipéptido del Factor VII
inactivado con aproximadamente 300 daltons hasta aproximadamente 100 000 daltons para la preparacion de un
medicamento para inhibir la formacion de trombos en un paciente.

[0085] En otro aspecto, se describe el uso de un derivado del Factor VII inactivado, donde un polipéptido del Factor VII
inactivado comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n.% 1 o una variante de la misma, donde un aminoéacido
capaz de ser conjugado con un grupo quimico ha sido afiadido al N-terminal o C-terminal de la SEC ID n.%: 1 o una
variante de la misma y con una modificacién en su centro catalitico, esta modificacion inhibe la capacidad del polipéptido
del Factor VII de activar el Factor X o IX del plasma, es posteriormente conjugado con un grupo quimico que aumenta el
peso molecular real del polipéptido del Factor VII inactivado con aproximadamente 300 daltons hasta aproximadamente
100 000 daltons para la preparacion de un medicamento para inhibir la formacién de trombos en un paciente.

[0086] En otro aspecto, se describe un método para inhibir la formacién de trombos en un paciente que comprende la
administracion topica en un sitio vascular susceptible a la formacion de trombos en el paciente de una dosis
terapéuticamente efectiva de una composicion que incluye un derivado del Factor VII inactivado, donde un polipéptido
del Factor VII inactivado comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n.%: 1 o una variante de la misma, donde un
aminoécido capaz de ser conjugado con un grupo quimico se ha insertado en la secuencia SEC ID n.%: 1 o una variante
de la misma en una posicién, donde el polipéptido del Factor VIl tiene sustancialmente la misma actividad o una mayor
actividad en comparacion con el Factor Vlla recombinante humano de tipo salvaje y con una modificacién en su centro
catalitico, esta modificacién inhibe la capacidad del polipéptido del Factor VII de activar el Factor X o I1X del plasma, es
posteriormente conjugado con un grupo quimico que aumenta el peso molecular real del polipéptido del Factor VIl
inactivado con aproximadamente 300 daltons hasta aproximadamente 100 000 daltons.

[0087] En otro aspecto, se describe un método para inhibir la formacion de trombos en un paciente que comprende la
administracion topica en un sitio vascular susceptible a la formacion de trombos en el paciente de una dosis
terapéuticamente efectiva de una composicion que incluye un derivado del Factor VII inactivado, donde un polipéptido
del Factor VII inactivado comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n.%: 1 o una variante de la misma, donde un
aminoécido capaz de ser conjugado con un grupo quimico se ha afiadido al N-terminal o C-terminal de la SEC ID n.°: 1
0 una variante de la misma y con una modificacion en su centro catalitico, esta modificacion inhibe la capacidad del
polipéptido del Factor VIl de activar el Factor X o IX del plasma, es posteriormente conjugado con un grupo quimico que
aumenta el peso molecular real del polipéptido del Factor VII inactivado con aproximadamente 300 daltons hasta
aproximadamente 100 000 daltons.

[0088] El grupo quimico es sustancialmente neutral.

[0089] EI término "neutral® como se utiliza en este caso se refiere al grupo quimico que es biocompatible, lo cual
significa que es hidrosoluble, no téxico y no inmunogénico. Los grupos quimicos que son sustancialmente neutrales
dentro de esta definicién incluye, pero no de forma limitativa, polietilenglicol (PEG), monometoxipolietilenglicol, dextrano,
poli-(N-vinil pirrolidona) polietilenglicol, homopolimeros de propilenglicol, un copolimero de 6xido de propileno/6xido de
etileno, polipropilenglicol, polioles polioxietilados (por ejemplo, glicerol) y alcohol polivinilico, &cidos colominicos u otros
polimeros basados en carbohidratos, polimeros de aminoacidos, y derivados de biotina.

[0090] En otra forma de realizacion, el grupo quimico es hidrosoluble.

[0091] En otra forma de realizacion, el grupo quimico tiene un peso molecular de aproximadamente 1000 daltons hasta
aproximadamente 80 000 daltons.

[0092] En otra forma de realizacion, el grupo quimico tiene un peso molecular de aproximadamente 5000 daltons hasta
aproximadamente 60 000 daltons.

[0093] En otra forma de realizacion, el grupo quimico tiene un peso molecular de aproximadamente 10 000 daltons
hasta aproximadamente 40 000 daltons.

[0094] En otra forma de realizacién, el grupo quimico tiene un peso molecular de aproximadamente 500 daltons hasta
aproximadamente 20 000 daltons.
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[0095] En otra forma de realizacion, el grupo quimico tiene un peso molecular de aproximadamente 500 daltons hasta
aproximadamente 5000 daltons.

[0096] En otra forma de realizacién, el grupo quimico tiene un peso molecular de aproximadamente 750 daltons hasta
aproximadamente 5000 daltons.

[0097] En otra forma de realizacion, el grupo quimico es polietilenglicol.

[0098] En otra forma de realizacion, el grupo quimico es seleccionado de entre una a seis moléculas de polietilenglicol.
[0099] En una forma de realizacion preferida, el grupo quimico es una molécula de polietilenglicol.

[0100] En otra forma de realizacion, el grupo quimico es monometoxipolietilenglicol.

[0101] En otra forma de realizacion, el grupo quimico es dextrano.

[0102] En otra forma de realizacion, el grupo quimico es poli-(N-vinil pirrolidona) polietilenglicol.

[0103] En otra forma de realizacion, el grupo quimico es homopolimeros de propilenglicol.

[0104] En otra forma de realizacion, el grupo quimico es éxido de polipropileno.

[0105] En otra forma de realizacion, el grupo quimico es polipropilenglicol.

[0106] En otra forma de realizacién, el grupo quimico es un poliol polioxietilado. En otra forma de realizacion, el grupo
quimico es alcohol polivinilico.

[0107] En otra forma de realizacion, el grupo quimico es acido colominico.
[0108] En otra forma de realizacion, el grupo quimico es un polimero basado en carbohidratos.

[0109] En otra forma de realizacién, el grupo quimico es un polimero de aminoacidos. En otra forma de realizacion, el
grupo quimico es un derivado de la biotina.

[0110] En otra forma de realizacion, el grupo quimico se conjuga con un grupo sulfhidrilo libre presente en el amino&cido
sustituido por un aminoacido, insertado en o afiadido al polipéptido.

[0111] En otra forma de realizacion, el grupo quimico se conjuga con una cisteina.

[0112] En una forma de realizacion, el aminoacido sustituido insertado o adicionado es capaz de ser conjugado con un
grupo quimico.

[0113] En otra forma de realizacion, el aminoacido capaz de ser conjugado con un grupo quimico es un aminodacido con
un grupo sulfhidrilo libre.

[0114] En otra forma de realizacion, el aminoacido capaz de ser conjugado con un grupo quimico es una cisteina.

[0115] En otra forma de realizacion, el aminoacido sustituido, insertado o adicionado es un sulfhidrilo que contiene un
aminoacido tal como una cisteina.

[0116] En otra forma de realizacion del polipéptido del Factor VII, se ha insertado un aminoacido en una posicion
seleccionada de 247-260, 393-405 0 406 de la SEC ID n.%: 1.

[0117] En otra forma de realizacion del polipéptido del Factor VI, se ha sustituido el aminoécido correspondiente a R396
de la SEC ID n.°: 1 por un aminoécido diferente.

[0118] En otra forma de realizacion del polipéptido del Factor VII, se ha sustituido el aminoacido correspondiente al
Q250 de la SEC ID n.°: 1 por un aminoéacido diferente.

[0119] En otra forma de realizacion del polipéptido del Factor VII, se ha sustituido el aminoacido correspondiente al
P406 de la SEC ID n.°: 1 por un aminoacido diferente.

[0120] En otra forma de realizacién del polipéptido del Factor VIl se ha insertado un aminoacido adicional capaz de ser
conjugado con un grupo quimico en la secuencia SEC ID n.°: 1 o una variante de la misma en una posicién, donde el
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polipéptido del Factor VIl tiene sustancialmente la misma actividad o mayor actividad en comparacién con el Factor Vlla
recombinante humano de tipo salvaje.

[0121] En otra forma de realizaciéon del polipéptido del Factor VII, se ha afadido otro aminoacido capaz de ser
conjugado con un grupo quimico al N-terminal o C-terminal de la SEC ID n.°: 1 o una variante de la misma.

[0122] En otra forma de realizacion del polipéptido del Factor VII, se ha afiadido un aminoéacido al C-terminal de la SEC
IDn.o° 1.

[0123] En otra forma de realizacion del polipéptido del Factor VII, se ha afiadido un aminoéacido al N-terminal de la SEC
ID n.°: 1.

[0124] En otra forma de realizacién del polipéptido del Factor VII, se ha afiadido una cisteina.

[0125] En otra forma de realizacion del polipéptido del Factor VII, se ha insertado una cisteina.

[0126] En otra forma de realizacion del polipéptido del Factor VI, se ha sustituido un aminoacido seleccionado del grupo
que consiste en K157, V158, E296, M298, L305, D334, S336, K337 y F374 de la SEC ID n.°: 1 por otro aminoé&cido, este

aminoacido aumenta la actividad en comparacion con el Factor Vlla recombinante humano de tipo salvaje.

[0127] En otra forma de realizacion del polipéptido del Factor VII, el aminoacido correspondiente a K157 de la SEC ID
n.%: 1 ha sido sustituido con un aminoécido seleccionado independientemente de G, V, S, T, N, Q, Dy E.

[0128] En otra forma de realizacion del polipéptido del Factor VII, se ha sustituido el aminoacido correspondiente a V158
de la SEC ID n.%: 1 con un aminoécido seleccionado independientemente de S, T, N, Q, Dy E.

[0129] En otra forma de realizacion del polipéptido del Factor VII, se ha sustituido el aminoacido correspondiente a V158
de la SEC ID n.%: 1 por un aminoacido seleccionado independientemente de T y D.

[0130] En otra forma de realizacién del polipéptido del Factor VII, se ha sustituido el aminoacido correspondiente a E296
de la SEC ID n.%: 1 por un aminoacido seleccionado independientemente de R, Ky V.

[0131] En otra forma de realizacion del polipéptido del Factor VII, se ha sustituido el aminoacido correspondiente a E296
de la SEC ID n.°: 1 por V.

[0132] En otra forma de realizacién del polipéptido del Factor VII, se ha sustituido el aminoacido correspondiente a M298
de la SEC ID n.%: 1 por un aminoacido seleccionado independientemente de R, K, Q y N.

[0133] En otra forma de realizacion del polipéptido del Factor VII, se ha sustituido el aminoacido correspondiente a M298
de la SEC ID n.°: 1 por Q.

[0134] En otra forma de realizacion del polipéptido del Factor VII, se ha sustituido el aminoacido correspondiente a L305
de la SEC ID n.°: 1 por un aminoéacido seleccionado independientemente de A, V, L, I, M, F, W, P, G, S, T,C, Y, N, E, K,
R,H,DyQ.

[0135] En otra forma de realizacion del polipéptido del Factor VII, se ha sustituido el aminoacido correspondiente a L305
de la SEC ID n.%: 1 por V.

[0136] En otra forma de realizacion del polipéptido del Factor VII, se ha sustituido el aminoacido correspondiente a D334
de la SEC ID n.°: 1 por E.

[0137] En otra forma de realizacion del polipéptido del Factor VII, se ha sustituido el aminoacido correspondiente a S336
de la SEC ID n.%: 1 por G.

[0138] En otra forma de realizacién del polipéptido del Factor VII, se ha sustituido el aminoacido correspondiente a K337
de la SEC ID n.%: 1 por un aminoacido independientemente seleccionado de A, G, V, S, T,N,Q,DyE.

[0139] En otra forma de realizacion del polipéptido del Factor VII, se ha sustituido el aminoacido correspondiente a K337
de la SEC ID n.°: 1 por A.

[0140] En otra forma de realizacion del polipéptido del Factor VII, se ha sustituido el aminoacido correspondiente a F374
de la SEC ID n.°: 1 por un aminoacido seleccionado independientemente de A, V, L, I, M, F, W, P, G, S, T, C, Y, N, E, K,
R,H,DyQ.

[0141] En otra forma de realizacién del polipéptido del Factor VII, se ha sustituido el aminoacido correspondiente a F374
de la SEC ID n.°: 1 por P.
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[0142] En otra forma de realizacion de la invencién, el polipéptido del Factor VIl es Factor VII humano.
[0143] En otra forma de realizacién de la invencién, el polipéptido del Factor VII es Factor Vlla humano.

[0144] En la presente especificacion, los aminoacidos son representados usando las abreviaturas, indicadas en la tabla
1, aprobadas por la Comision de Nomenclatura Bioquimica IUPAC-IUB (CBN, por sus siglas en inglés). Los
aminoacidos y similares con isémeros representados por nombre o las siguientes abreviaturas estan en forma natural de
L a menos que se indique lo contrario. Ademas, en los extremos izquierdo y derecho de una secuencia de aminoacidos
de un péptido son, respectivamente, el N-terminal y C-terminal a menos que se especifique de otra manera.

Tabla 1: abreviaturas para aminoacidos:

Aminoacido Cdédigo de tres letras Cédigo de una letra
Glicina Gly G
Prolina Pro P
Alanina Ala A
Valina Val V
Leucina Leu L
Isoleucina lle I
Metionina Met M
Cisteina Cys C
Fenilalanina Phe F
Tirosina Tyr Y
Triptéfano Trp W
Histidina Su H
Lisina Lys K
Arginina Arg R
Glutamina Gin Q
Asparagina Asn N
Acido glutamico | Glu E
Acido aspartico Asp D
Serina Ser S
Treonina Thr T

[0145] ElI método se refiere a la preparacion de polipéptidos del Factor VIl humano como se ha mencionado
anteriormente. Los polipéptidos del Factor VII humano se producen preferiblemente mediante técnicas de ADN
recombinante. Con este fin, el Factor VII humano de codificacion de secuencias de ADN se puede aislar preparando una
genoteca o biblioteca de ADNc y selecciona secuencias de ADN que codifican toda o parte de la proteina por
hibridacion usando sondas de oligonucleétidos sintéticos conforme a las técnicas estandar (véase, Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, Nueva York, 1989). Para
este fin, la secuencia de ADN que codifica la proteina es preferiblemente de origen humano, es decir derivada de un
ADN genémico humano o libreria de ADNc.

[0146] Las secuencias de ADN que codifican los polipéptidos del Factor VIl humano también se pueden preparar
sintéticamente mediante métodos estandar establecidos, por ejemplo el método de fosfoamidita descrito por Beaucage y
Caruthers, Tetrahedron Letters 22 (1981), 1859-1869, o el método descrito por Matthes et al., EMBO Journal 3 (1984),
801-805. Segun el método de fosfoamidita, se sintetizan oligonucleétidos, por ejemplo, en un sintetizador de ADN
automatico, purificados, hibridados, ligados y clonados en vectores adecuados.

[0147] Las secuencias de ADN también se pueden preparar por reacciéon en cadena de la polimerasa mediante el uso
de cebadores especificos, por ejemplo como se describe en el documento US 4,683,202, Saiki et al., Science 239
(1988), 487-491, 0 Sambrook et al., supra.

[0148] Las secuencias de ADN que codifican los polipéptidos del Factor VII humano se insertan normalmente en un
vector recombinante que pueden ser cualquier vector, el cual puede someterse convenientemente a procedimientos de
ADN recombinante, y la eleccion de vector frecuentemente dependera de la célula huésped en la que se introduzca. De
este modo, el vector puede ser un vector de replicacion autonoma, es decir, un vector que existe como una entidad
extracromosOmica, cuya replicacién es independiente de la replicacion cromosémica, por ejemplo un plasmido.
Alternativamente, el vector puede ser de tal modo que, cuando se introduce en una célula huésped, se integra en el
genoma de la célula huésped y se replica junto con el(los) cromosoma(s) en los que se ha integrado.

[0149] EI vector es preferiblemente un vector de expresion en el que la secuencia de ADN que codifica los polipéptidos
del Factor VII humano se enlaza operativamente a segmentos adicionales requeridos para la transcripcion del ADN. En
general, el vector de expresién se deriva del ADN plasmidico o virico, o puede contener elementos de ambos. El término
"operablemente ligado" indica que los segmentos estan dispuestos de modo que funcionan en consonancia para sus
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fines previstos, por ejemplo, la transcripcion se inicia en un promotor y procede a través de la secuencia de ADN que
codifica el polipéptido.

[0150] EI promotor puede ser cualquier secuencia de ADN que muestre actividad transcripcional en la célula huésped
elegida y puede ser un derivado de proteinas que codifican genes bien heterélogo o bien homdlogo a la célula huésped.

[0151] Ejemplos de promotores adecuados para dirigir la transcripcién del ADN que codifica el polipéptido del Factor VII
humano en células mamiferas son el promotor SV40 (Subramani et al., Mol. Celular Biol. 1 (1981), 854 -864), el
promotor MT-1 (gen de metalotioneina) (Palmiter et al., Science 222 (1983), 809 - 814), el promotor CMV (Boshart et al.,
Cell 41:521-530, 1985) o el promotor tardio mayor de adenovirus 2 (Kaufman and Sharp, Mol. Cell. Biol, 2:1304-1319,
1982).

[0152] Un ejemplo de un promotor adecuado para el uso en las células de insecto es el promotor de polihedrina (US
4,745,051; Vasuvedan et al., FEBS Lett. 311, (1992) 7 - 11), el promotor P10 (J.M. Vlak et al., J. Gen. Virology 69, 1988,
pp. 765- 776), el promotor de la proteina basica del virus de la poliedrosis nuclear de Autographa californica (EP 397
485), el promotor del gen temprano inmediato 1 de baculovirus ( US 5,155,037; US 5,162,222), o el promotor de gen
retardado-temprano de baculovirus 39K (US 5,155,037; US 5,162,222).

[0153] Ejemplos de promotores adecuados para el uso en células huésped de levadura incluyen promotores de genes
glicoliticos de levadura (Hitzeman et al., J. Biol. Chem. 255 (1980), 12073 - 12080; Alber and Kawasaki, J. Mol. Appl.
Gen. 1 (1982), 419 - 434) o genes de alcohol deshidrogenasa (Young et al., in Genetic Engineering of Microorganisms
for Chemicals (Hollaender et al, eds.), Plenum Press, New York, 1982), o los promotores TPI1 (US 4,599,311) o ADH2-
4c (Russell et al., Nature 304 (1983), 652 - 654).

[0154] Ejemplos de promotores adecuados para el uso en células huésped de hongos filamentosos son, por ejemplo, el
promotor ADH3 (McKnight et al., The EMBO J. 4 (1985), 2093 - 2099) o el promotor tpiA. Ejemplos de otros promotores
utiles son aquellos derivados del gen que codifica la TAKA-amilasa de A. oryzae, proteinasa aspértica de Rhizomucor
miehei, a-amilasa neutral de A. niger, a-amilasa acida estable de A. niger, glucoamidasa de A.Niger o A. awamori
(gluA), lipasa de Rhizomucor miehei, proteasa alcalina de A. orizae, triosafosfato isomerasa de A. oryzae o acetamidasa
de A. nidulans.

Se prefieren los promotores TAKA- amilasa y gluA. Promotores adecuados se mencionan en, por ejemplo los
documentos EP 238 023 y EP 383 779.

[0155] Las secuencias de ADN que codifican los polipéptidos del Factor VII humano pueden estar también, si es
necesario, operativamente conectadas a un terminador adecuado, tal como el terminador de la hormona de crecimiento
humana (Palmiter et al., Science 222, 1983, pp. 809-814) o los terminadores TP11 (Alber and Kawasaki, J. Mol. Appl.
Gen. 1, 1982, pp. 419-434) o ADH3 (McKnight et al., The EMBO J. 4, 1985, pp. 2093-2099). El vector también puede
contener un conjunto de sitios de empalme de ARN localizados secuencia abajo del promotor y secuencia arriba del sitio
de insercidn para la secuencia del Factor VIl en si. Los sitios de empalme de ARN preferidos se pueden obtener de
adenovirus y/o genes de inmunoglobulina. También estd contenido en los vectores de expresion una sefial de
poliadenilacion localizada secuencia abajo del sitio de insercién. Entre las sefiales de poliadenilacién particularmente
preferidas se incluyen la sefial de poliadenilacién tardia o temprana de SV40 (Kaufman and Sharp, ibid.), la sefial de
poliadenilacién de la regién Elb del adenovirus 5, el terminador del gen de la hormona del crecimiento humana (DeNoto
et al. Nuc. Acids Res. 9:3719-3730, 1981) o la sefial de poliadenilacion del gen del Factor VIl humano o del gen de
Factor VII bovino.

Los vectores de expresion también pueden incluir una secuencia lider virica no codificante, como la lider tripartita de
adenovirus 2, localizada entre el promotor y los sitios de empalme de ARN; y secuencias potenciadoras, tales como el
intensificador SV40.

[0156] EI vector recombinante puede comprender ademas una secuencia de ADN que permite que el vector se replique
en la célula huésped en cuestion. Un ejemplo de tal secuencia (cuando la célula huésped es una célula mamifera) es el
origen de replicacion SV40.

[0157] Cuando la célula huésped es una célula de levadura, las secuencias adecuadas que permiten que el vector se
replique son los genes de replicacién REP 1-3 del plasmido 2 de levadura REP 1-3 y el origen de replicacion.

[0158] El vector también puede comprender un marcador seleccionable, por ejemplo un gen, el producto del cual
complementa un defecto en la célula huésped, tal como el gen codificante para la dehidrofolato reductasa (DHFR) o el
gen TPI de Schizosaccharomyces pombe (descrito por P.R. Russell, Gene 40, 1985, pp. 125-130), 0 uno que confiera
resistencia a un farmaco, por ejemplo ampicilina, kanamicina, tetraciclina, cloranfenicol, neomicina, higromicina o
metotrexato. Para hongos filamentosos, los marcadores seleccionables incluyen amdsS, pyrG, argB, niaD o sC.

[0159] Para dirigir los polipéptidos de Factor VII humano de la presente invencion a la via secretora de las células
huésped, se puede proporcionar en el vector recombinante una secuencia de sefial secretora (también conocida como
una secuencia lider, secuencia pre pro 0 secuencia pre). La secuencia de sefial secretora se une a las secuencias de
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ADN que codifican los polipéptidos del Factor VII humano en el marco de lectura correcto. Las secuencias de sefial
secretora se sitlan cominmente 5' respecto a la secuencia de ADN que codifica el péptido. La secuencia de sefial
secretora puede ser tal, normalmente asociada a la proteina o puede ser de un gen que codifica otra proteina
segregada.

[0160] Para la secrecion de células de levadura, la secuencia de sefial secretora puede codificar cualquier péptido sefial
gue asegure la direccion eficaz de los polipéptidos del Factor VII humano expresados en la via secretora de la célula. El
péptido sefial puede ser un péptido sefial que existe de forma natural, o una parte funcional del mismo, o este puede ser
un péptido sintético. Se ha descubierto que péptidos sefial adecuados son el péptido sefial factor alfa (véase el
documento US 4,870,008), el péptido sefial de amilasa salival de ratén (véase O. Hagenbuchle et al., Nature 289, 1981,
pp. 643-646), un péptido sefial de carboxipeptidasa modificado (véase L.A. Valls et al., Cell 48, 1987, pp. 887-897),
péptido sefial BAR1 de la levadura (véase el documento WO 87/02670), o el péptido sefial de la proteasa aspartica 3 de
levadura (YAP3) (véase M. Egel-Mitani et al., Yeast 6, 1990, pp. 127-137).

[0161] Para la secrecion eficaz en levadura, una secuencia que codifica un péptido lider también se puede insertar
secuencia abajo de la secuencia de sefial y secuencia arriba de la secuencia de ADN que codifica los polipéptidos del
Factor VIl humano. La funcion del péptido lider es permitir que el péptido expresado sea dirigido desde el reticulo
endoplasmatico al aparato de Golgi y ademas a una vesicula secretora para la secrecion en el medio de cultivo (es
decir, exportacion de los polipéptidos del Factor VIl humano a través de la pared celular o al menos a través de la
membrana celular en el espacio periplasmico de la célula de levadura). El péptido lider puede ser el lider factor alfa de
levadura (el uso del cual esta descrito en los documentos por ejemplo US 4,546,082, US 4,870,008, EP 16 201, EP 123
294, EP 123 544 y EP 163 529). Alternativamente, el péptido lider puede ser un péptido lider sintético, es decir, un
péptido lider no encontrado en la naturaleza. Se pueden construir péptidos lider sintéticos por ejemplo, como se
describe en los documentos WO 89/02463 o WO 92/11378.

[0162] Para el uso en hongos filamentosos, el péptido sefial se puede derivar convenientemente de un gen que codifica
una amilasa o glucoamilasa de Aspergillus sp., un gen que codifica una lipasa o proteasa de Rhizomucor miehei o una
lipasa de Humicola lanuginosa. El péptido sefial es preferiblemente derivado de un gen que codifica TAKA amilasa de A.
oryzae, a-amilasa neutral de A. niger, a-amilasa acida estable de A. niger, o glucoamilasa de A. niger. Los péptidos
sefial adecuados estan descritos en, por ejemplo los documentos EP 238 023 y EP 215 594.

[0163] Para el uso en células de insecto, el péptido sefial puede ser derivado convenientemente de un gen de insecto
(véase el documento WO 90/05783), tal como el lepidéptero péptido sefial de precursor de la hormona adipocinética de
Manduca sexta (véase el documento US 5,023,328).

[0164] Los procedimientos utilizados para enlazar las secuencias de ADN que codifican los polipéptidos del Factor VII
humano, el promotor y opcionalmente el terminador y/o secuencia de sefial secretora, respectivamente, y para
insertarlas en vectores adecuados con la informacion necesaria para la replicacién, son conocidos por las personas
expertas en la técnica (véase, por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring
Harbor, Nueva York, 1989).

[0165] Se describen métodos de transfectar células mamiferas y de expresar secuencias de ADN introducidas en las
células en, por ejemplo, Kaufman and Sharp, J. Mol. Biol. 159 (1982), 601 - 621; Southern and Berg, J. Mol. Appl.
Genet. 1 (1982), 327 - 341; Loyter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79 (1982), 422 - 426; Wigler et al., Cell 14 (1978),
725; Corsaro and Pearson, Somatic Cell Genetics 7 (1981), 603, Graham and van der Eb, Virology 52 (1973), 456; and
Neumann et al., EMBO J. 1 (1982), 841 - 845.

[0166] Los marcadores seleccionables se pueden introducir en la célula en un plasmido separado al mismo tiempo que
el gen de interés, o se pueden introducir en el mismo plasmido. Si se introducen en el mismo plasmido, el marcador
seleccionable y el gen de interés pueden estar bajo el control de diferentes promotores o del mismo promotor, la Gltima
disposicion tiene como resultado un mensaje bicistrénico. Constructos de este tipo se conocen en la técnica (por
ejemplo, Levinson y Simonsen, Pat. EE. UU. n.° 4,713,339). También puede ser ventajoso afiadir ADN adicional,
conocido como "ADN transportador” a la mezcla que se introduce en las células.

[0167] Después de que las células hayan absorbido el ADN, se crecen en un medio de crecimiento apropiado,
tipicamente 1-2 dias, para iniciar la expresion el gen de interés. Como se utiliza en este caso el término "medio de
crecimiento apropiado” significa un medio que contiene nutrientes y otros componentes requeridos para el crecimiento
de células y la expresién de los polipéptidos de interés del Factor VIl humano. Los medios incluyen generalmente una
fuente de carbono, una fuente de nitrégeno, aminoacidos esenciales, azlUcares esenciales, vitaminas, sales, fosfolipidos,
proteinas y factores de crecimiento. Para la produccion de proteinas gamma-carboxiladas, el medio contendra vitamina
K, preferiblemente a una concentracion de aproximadamente 0,1 pg/ml a aproximadamente 5 pg/ml. Se aplica luego
una seleccién farmacoldgica para seleccionar el crecimiento de células que estan expresando el marcador seleccionable
de forma estable. Para células que han sido modificadas con un marcador seleccionable amplificable, la concentracion
farmacoldgica se puede aumentar para seleccionar un nimero de copias aumentado de las secuencias clonadas,
aumentando asi los niveles de expresion. Se seleccionan luego clones de células transfectadas para la expresion del
polipéptido de interés del Factor VII humano.
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[0168] La célula huésped en la que se introducen las secuencias de ADN que codifican los polipéptidos del Factor VI
humano puede ser cualquier célula que sea capaz de producir los polipéptidos del Factor VII humano modificado
postranslacional e incluye levadura, hongos y células eucariotas mas altas.

[0169] Ejemplos de lineas celulares mamiferas para el uso en la presente invenciéon son las lineas celulares COS-1
(ATCC CRL 1650), rifion de crias de hamster (BHK) y 293 (ATCC CRL 1573 Graham et al., J. Gen. Virol. 36:59-
72,1977). Una linea celular preferida BHK es la linea celular tk- ts13 BHK (Waechter y Baserga, Proc. Natl. Acad. Sci.
EEUU 79:1106-1110, 1982, incorporada aqui por referencia), de ahora en adelante denominada como células BHK 570.
La linea celular BHK 570 ha sido depositada con the American Type Culture Collection, 12301 Parklawn Dr., Rockuville,
Md. 20852, bajo el numero de acceso de ATCC CRL 10314.Una linea celular tk” ts13 BHK esta también disponible del
ATCC bajo el nimero de acceso CRL 1632. Ademas, se pueden utilizar en la presente invencién varias otras lineas
celulares, incluyendo células Rat Hep | (hepatoma de rata; ATCC CRL 1600), Rat Hep Il (hepatoma de rata; ATCC CRL
1548), TCMK (ATCC CCL 139), pulmén humano (ATCC HB 8065), NCTC 1469 (ATCC CCL 9.1), CHO (ATCC CCL 61)
y DUKX (Urlaub y Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4216-4220,1980).

[0170] Entre los ejemplos de células de levadura adecuadas se incluyen células de Saccharomyces spp. o
Schizosaccharomyces spp., en particular cepas de Saccharomyces cerevisiae 0 Saccharomyces kluyveri. Métodos para
la transformacién de células de levadura con ADN heterdlogo y la produccion de polipéptidos heterdlogos se describen,
por ejemplo en los documentos US 4,599,311, US 4,931,373, US 4,870,008, 5,037,743, y US 4,845,075, todo lo cual se
incorpora como referencia por la presente. Las células transformadas se seleccionan por un fenotipo determinado por
una etiqueta seleccionable, cominmente resistencia farmacolégica o la capacidad para crecer en ausencia de un
nutriente particular, por ejemplo leucina. Un vector preferido para el uso en levadura es el vector POT1 descrito en el
documento US 4,931,373. Las secuencias de ADN que codifican los polipéptidos del Factor VIl humano pueden estar
precedidas por una secuencia de sefial y opcionalmente por una secuencia lider, por ejemplo como se ha descrito
anteriormente. Otros ejemplos de células de levadura adecuadas son las cepas de Kluyveromices, tal como K. lactis,
Hansenula, por ejemplo H. polymorpha, o Pichia, por ejemplo P. pastoris (véase Gleeson et al., J. Gen. Microbiol. 132,
1986, pags. 3459-3465; US 4,882,279).

[0171] Ejemplos de otras células fungicas son las células de hongos filamentosos, por ejemplo Aspergillus spp.,
Neurospora spp., Fusarium spp. o Trichoderma spp., en particular cepas de A. oryzae, A. nidulans o A. niger. El uso de
Aspergillus spp. para la expresion de proteinas se describe en, por ejemplo, los documentos EP 272 277,EP 238 023,
EP 184 438 La transformacion de F. oxysporum se puede efectuar, por ejemplo, como se describe por Malardier et al.,
1989, Gene 78: 147-156. La transformacion de Trichoderma spp. se puede realizar por ejemplo como se describe en el
documento EP 244 234.

[0172] Cuando un hongo filamentoso se usa como célula huésped, se puede transformar con el constructo de ADN de la
invencion, convenientemente mediante la integracion del constructo de ADN en el cromosoma huésped para obtener
una célula huésped recombinante. Esta integracién se considera generalmente una ventaja ya que es mas probable que
la secuencia de ADN se mantenga en la célula de forma estable. La integraciéon de los constructos de ADN en el
cromosoma huésped se puede realizar segin métodos convencionales, por ejemplo por recombinacion homéloga o
heterdloga.

[0173] La transformacion de células de insecto y la produccion de polipéptidos heterélogos en ellas se puede realizar
como se describe en los documentos US 4,745,051; US 4,879,236; US 5,155,037, 5,162,222; EP 397,485) todos los
cuales se incorporan aqui como referencia. La linea celular de insecto utlizada como huésped puede ser
adecuadamente una linea celular de Lepidoptera, tales como células de Spodoptera frugiperda o células de Trichoplusia
ni (véase US 5,077,214). Las condiciones de cultivo pueden ser adecuadamente las que se describe en, por ejemplo,
los documentos WO 89/01029 o WO 89/01028, o en cualquiera de las referencias ya mencionadas.

[0174] La célula huésped transformada o modificada descrita anteriormente se cultiva luego en un medio nutritivo
adecuado bajo condiciones que permitan la expresion del polipéptido del Factor VII humano después de la cual todos o
parte de los péptidos resultantes se pueden recuperar del cultivo. El medio utilizado para el cultivo de las células puede
ser cualquier medio convencional adecuado para el crecimiento de las células huésped, tales como medios minimos o
complejos que contienen suplementos apropiados. Medios adecuados estan disponibles de proveedores comerciales o
se pueden preparar segun recetas publicadas (p. ej. en catalogos de the American Type Culture Collection). El
polipéptido de factor VIl humano producido por las células puede ser recuperado luego del medio de cultivo por
procedimientos convencionales incluyendo la separacién de las células huésped del medio por centrifugado o filtracién,
precipitacion de los componentes proteicos acuosos del sobrenadante o filtracion mediante una sal, por ejemplo sulfato
de amonio, purificacion por una variedad de procedimientos cromatograficos, por ejemplo cromatografia de intercambio
de iones, cromatografia de filtracién en gel, cromatografia de afinidad, o similares, dependiendo del tipo de polipéptido
en cuestion.

[0175] Para la preparacién de polipéptidos de factor VII recombinante humano, se usa una secuencia clonada de ADN
del Factor VII de tipo salvaje. Esta secuencia se puede modificar para codificar una variante del Factor VIl deseada. Las
secuencias completas de nucledtidos y de aminoacidos para el Factor VIl humano son conocidas. Véase Pat. EE. UU.
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n.° 4,784,950, que se incorpora aqui por referencia, donde se describe la clonacién y la expresion del Factor VII humano
recombinante. La secuencia de Factor VII bovino se describe en Takeya et al., J. Biol. Chem, 263:14868-14872 (1988),
que se incorpora aqui por referencia.

[0176] Las alteraciones en la secuencia de aminoacidos se pueden realizar por una variedad de técnicas. La
modificacion de la secuencia de ADN se puede realizar por mutagénesis de sitio dirigido. Las técnicas para la
mutagénesis de sitio dirigido se conocen bien en la técnica y estan descritas por, por ejemplo, Zoller and Smith (DNA
3:479-488, 1984). Asi, utilizando las secuencias de nucledtidos y de aminoacidos del Factor VII, uno puede introducir las
alteraciones elegidas.

[0177] Las secuencias de ADN para el uso en la presente invencion codificaran tipicamente un péptido pre pro en el
extremo amino-terminal de la proteina del factor VII para obtener un procesamiento postraduccional apropiado (p. €j.
gamma-carboxilacion de residuos de acido glutamico) y la secrecién de la célula huésped. El péptido pre pro puede ser
el del Factor VII u otra proteina plasmatica dependiente de la vitamina K, tal como factor IX, factor X, protrombina,
proteina C o proteina S. Como se apreciard por expertos en la técnica, se pueden realizar modificaciones adicionales en
la secuencia de aminoacidos del Factor VII donde aquellas modificaciones no perjudiquen significativamente la
capacidad de la proteina para actuar como factor de coagulacion. Por ejemplo, el factor VIl en la triada catalitica,
también se puede modificar en el sitio de activacion de escision para inhibir la conversion del zimégeno Factor VIl a su
forma bicatenaria activada, como se describe generalmente en Pat. EE. UU. n.° 5,288,629, incorporada aqui por
referencia.

[0178] Se puede emplear tecnologia transgénica de animales para producir el polipéptido del Factor VIl humano. Se
prefiere producir las proteinas en las glandulas mamarias de un mamifero hembra huésped. La expresién en la glandula
mamaria y la posterior secrecion de la proteina de interés en la leche supera muchas dificultades encontradas en el
aislamiento de proteinas de otras fuentes. La leche se recoge facilmente, esta disponible en grandes cantidades, y esta
bien caracterizada bioquimicamente. Ademas, las principales proteinas de leche estan presentes en la leche a altas
concentraciones (tipicamente de aproximadamente 1 a 15 g/l). Desde un punto de vista comercial, es claramente
preferible usar como huésped una especie que tenga una produccion de leche grande. Mientras que los animales mas
pequefios tales como ratones y ratas se pueden usar (y se prefieren en la fase de prueba de principio), se prefiere usar
mamiferos de ganado incluyendo, pero no limitando a, cerdos, cabras, reses. Las ovejas se prefieren particularmente
debido a factores tales como la historia previa de transgénesis en esta especie, produccién de leche, coste y la
disponibilidad preparada del equipamiento para la recoleccion de la leche de oveja. Véase la publicacion WIPO WO
88/00239 para una comparacion de factores que influyen la eleccion de especies huésped. Es generalmente deseable
seleccionar una raza de animal huésped que ha sido criada para uso lacteo, tal como la oveja de Frisia oriental, o
introducir materia prima lactea por cria de la linea transgénica a una fecha mas tardia. De cualquier manera, deberian
utilizarse animales de estado de salud conocido y bueno.

[0179] Para obtener expresién en la glandula mamaria, un promotor de transcripcion de un gen de proteina de la leche
es utilizado. Entre los genes de proteina de la leche se incluyen aquellos genes que codifican caseina (véase Pat. EE.
UU. n.° 5,304,489, incorporada aqui por referencia), beta-lactoglobulina, alfa-lactoalbumina, y proteina acida de
lactosuero. Se prefiere el promotor de beta-lactoglobulina (BLG). En el caso del gen de beta-lactoglobulina ovina, se
utiliza generalmente una region de al menos 406 pb anteriores a la secuencia flanqueante 5' del gen, aunque se
prefieren partes mas grandes de la secuencia flanqueante 5', hasta aproximadamente 5 kbp, tales como un segmento
de ADN de 4.25 kbp que circunda el promotor flanqueante 5' y una porcion no codificante del gen de beta-
lactoglobulina. Véase Whitelaw et al., Biochem J. 286: 31-39 (1992). Fragmentos similares de ADN promotor de otras
especies son también adecuados.

[0180] Otras regiones del gen de beta-lactoglobulina también se pueden incorporar en constructos, como también
regiones gendmicas del gen a ser expresado. Se acepta generalmente en la técnica que intrones carentes de
constructos, por ejemplo, se expresen de forma pobre en comparacion con aquellos que contienen tales secuencias de
ADN (véase Brinster et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85: 836-840 (1988); Palmiter et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:
478-482 (1991); Whitelaw et al., Transgenic Res. 1: 3-13 (1991); documento WO 89/01343; y documento WO 91/02318,
cada uno de los cuales es incorporado aqui por referencia). A este respecto, se prefiere generalmente, donde sea
posible, usar secuencias gendémicas que contengan todos o algunos de los intrones nativos de un gen que codifica la
proteina o polipéptido de interés, asi la inclusién extra de al menos algunos intrones de, p. €j., el gen de beta-
lactoglobulina, es preferida. Una regién tal es un segmento de ADN que mantiene la eliminacién de intrones y
poliadenilaciéon del ARN desde la region 3' no codificante del gen de beta-lactoglobulina de ovino. Cuando se sustituye
por las secuencias naturales no codificantes 3' de un gen, este segmento de beta-lactoglobulina ovina puede tanto
mejorar como estabilizar los niveles de expresion de la proteina o la secuencia que codifica el polipéptido del Factor VII
humano se sustituye con las correspondientes secuencias de un gen de proteina especifica de leche. Tal substitucion
proporciona un entorno de iniciacion tisular especifica putativa para mejorar la expresion. Es conveniente reemplazar la
secuencia pre pro entera del polipéptido del Factor VIl humano y las secuencias 5' no codificantes con aquellas de, por
ejemplo, el gen BLG, aunque se pueden sustituir regiones mas pequenias.

[0181] Para la expresion de un polipéptido del Factor VII humano en animales transgénicos, un segmento de ADN que
codifica el polipéptido del Factor VIl humano se enlaza operativamente a segmentos de ADN adicionales requeridos su
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expresion para producir unidades de expresion. Tales segmentos adicionales incluyen el promotor anteriormente
mencionado, al igual que secuencias que proveen la terminacion de la transcripcion y la poliadenilacion del ARNm. Las
unidades de expresion incluirdn ademas un segmento de ADN que codifica una secuencia sefial secretora enlazada
operativamente al segmento que codifica el polipéptido del Factor VIl humano. La secuencia sefial secretora puede ser
una secuencia sefial secretora nativa del polipéptido del Factor VII humano o puede ser la de otra proteina, tal como
una proteina de la leche. Véase, por ejemplo, von Heinje, Nuc. Acids Res. 14: 4683-4690 (1986); y Meade et al., Pat.
EE. UU. n.° 4,873,316, que se incorporan aqui por referencia.

[0182] La construccion de unidades de expresion para el uso en animales transgénicos se realiza convenientemente por
insercién de una secuencia que codifica el polipéptido del Factor VII humano en un vector plasmido o fago que contiene
los segmentos de ADN adicionales, aunque la unidad de expresion se puede construir esencialmente por cualquier
secuencia de ligaduras. Es particularmente conveniente proporcionar un vector con un segmento de ADN que codifica
una proteina de la leche y reemplazar la secuencia que codifica la proteina de la leche con la del polipéptido del Factor
VII humano, creando asi una fusién de gen que incluye las secuencias de control de expresion del gen de proteina de la
leche. De cualquier manera, la clonacion de las unidades de expresién en plasmidos u otros vectores facilita la
amplificacion del polipéptido del Factor VII humano. La amplificacion es convenientemente realizada en células huésped
bacterianas (p. €j. E. coli), asi los vectores incluiran tipicamente un origen de replicacién y un marcador seleccionable
funcional en células huésped bacterianas.

[0183] La unidad de expresion se introduce luego en huevos fertilizados (incluyendo embriones de fase temprana) de la
especie de huésped elegida. La introduccién de ADN heterdlogo se puede realizar por una de diferentes vias,
incluyendo la microinyeccion (p. ej. Pat. EE. UU. n.° 4,873,191), infeccidn retroviral (Jaenisch, Science 240: 1468-1474
(1988)) o integracion dirigida al sitio utilizando células madre embrionarias (ES) (revisado por Bradley et al.,
Bio/Technology 10: 534-539 (1992)). Los huevos son luego implantados en los oviductos o Uteros de hembras
pseudoembarazadas y se permite que se desarrollen. La descendencia que lleva el ADN introducido en su linea
germinal puede pasar el ADN a su progenie en la forma normal mendeliana, permitiendo el desarrollo de greyes
transgénicos.

[0184] Los procedimientos generales para producir animales transgénicos se conocen en la técnica véase, por ejemplo,
Hogan et al., Manipulating the Mouse Embryo: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, 1986; Simons et
al., BiolTechnology 6: 179-183 (1988); Wall et al., Biol. Reprod. 32: 645-651 (1985); Buhler et al., Bio/Technology 8: 140-
143 (1990); Ebert et al., BiolTechnology 9: 835-838 (1991); Krimpenfort et al., BiolTechnology 9: 844-847 (1991); Wall et
al., J. Cell. Biochem. 49: 113-120 (1992); Pat. EE. UU. n.° 4,873,191 y 4,873,316; publicaciones WIPO WO 88/00239,
WO 90/05188, WO 92/11757; y GB 87/00458, que se incorporan aqui por referencia. Las técnicas para introducir
secuencias de ADN extrafias en mamiferos y sus células germinales fueron originalmente desarrolladas en ratén.
Véase, por ejemplo, Gordon et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77: 7380-7384 (1980); Gordon and Ruddle, Science 214:
1244-1246 (1981); Palmiter and Brinster, Cell 41: 343-345 (1985); y Brinster et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 4438-
4442 (1985). Estas técnicas fueron posteriormente adaptadas para su uso con animales mas grandes, incluyendo
especies de ganado (véase por ejemplo, publicaciones WIPO WO 88/00239, WO 90/05188, y WO 92/11757; y Simons
et al., BiolTechnology 6: 179-183 (1988). Para resumir, en la via mas eficaz utilizada hasta la fecha en la generacion de
ratones o ganado transgénicos, varios cientos de moléculas lineales del ADN de interés se inyectan en uno de los
prontcleos de un huevo fertilizado segun técnicas establecidas. También se puede emplear la inyeccion de ADN en el
citoplasma de un cigoto. La produccion en plantas transgénicas también puede ser empleada . La expresion puede ser
generalizada o dirigida a un érgano particular, tal como un tubérculo . Véase, Hiatt, Nature 344:469- 479 (1990);
Edelbaum et al., J. Interferon Res. 12:449-453 (1992); Sijmons et al., BiolTechnology 8:217-221 (1990); y la publicacion
de la oficina europea de patentes EP 255,378.

[0185] El Factor VII producido segln la presente invencion se puede purificar por cromatografia de afinidad en una
columna de un anticuerpo de anti-Factor VII. Se prefiere que la columna de inmunoabsorcion comprenda un anticuerpo
monoclonal de especificidad alta. El uso de anticuerpos monoclonales dependientes de calcio, como esta descrito por
Wakabayashi et al., J. Biol. Chem, 261: 11097-11108, (1986) y Thim et al., Biochem. 27: 7785-7793, (1988), incorporada
por referencia aqui, es particularmente preferido. Se puede conseguir una purificacion adicional por medios de
purificacién quimica convencional, tales como cromatografia liquida de alto rendimiento. Otros métodos de purificacion,
incluyendo precipitacion de citrato de bario, se conocen en la técnica, y se pueden aplicar a la purificacién del Factor VII
descrita aqui (Véase, generalmente, R., Protein Purification, Springer-Verlag, N.Y., 1982). Se prefiere un Factor VI
substancialmente puro, de al menos aproximadamente un 90 a 95% de homogeneidad, y es mas preferido un 98 a 99%
o mas de homogeneidad, para usos farmacéuticos. Una vez purificado, parcialmente o hasta la homogeneidad segun se
desee, el Factor VIl puede luego ser usado terapéuticamente.

[0186] La conversion de Factor VII monocatenario en Factor Vlla bicatenario activo se puede conseguir utilizando el
Factor Xlla como se describe por Hedner y Kisiel (J. Clin. Invest. 71: 1836-1841), o con otras proteasas que presentan
especificidad de tipo tripsina (Kisiel and Fujikawa, Behring Inst. Mitt. 73: 29-42, 1983). Alternativamente el Factor VIl se
puede autoactivar pasandolo a través de una columna de cromatografia de intercambio de iones, tal como mono
Q.RTM. (Pharmacia Fire Chemicals) o similar (Bjoern et al., 1986, Research Disclosures 269:564-565). Las moléculas
de Factor VIl de la presente invencion y las composiciones farmacéuticas del mismo son particularmente Utiles para la
administracion a seres humanos para tratar una variedad de condiciones que implican coagulacion intravascular.
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[0187] Se describen ensayos adecuados para seleccionar los polipéptidos del Factor Vlla preferidos y derivados del
Factor Vlla. Estos ensayos se pueden realizar como una simple prueba in vitro preliminar.

[0188] Asi, el ejemplo 5 aqui divulga una simple prueba (titulada "Ensayo de Hidrélisis In Vitro") de la actividad de los
polipéptidos del Factor Vlla de la invencién. Basado en lo mismo, los polipéptidos del Factor Vila que son de interés
particular son tales polipéptidos donde la proporcion entre la actividad de la variante y la actividad del Factor VIl humano
nativo mostrada en la Fig. 1 es aproximadamente 1,0 o mas alto, cuando se evalla en el "Ensayo de Hidrolisis In Vitro"
definido aqui.

[0189] La actividad de los polipéptidos también se puede medir utilizando un sustrato fisiolégico tal como factor X
("Ensayo de Protedlisis In Vitro") (véase ejemplo 6), adecuadamente a una concentracién de 100-1000 nM, donde el
Factor Xa generado es medido después de la adicién de un sustrato cromogénico adecuado (por ejemplo, S-2765).
Ademas, el ensayo de actividad se puede realizar a temperatura fisiologica.

[0190] La capacidad de los polipéptidos del factor Vlla procoagulantes para generar trombina puede ser también medida
en un ensayo que comprende todos factores de coagulacion relevantes e inhibidores a concentraciones fisioldgicas
(menos el factor VIII cuando se imitian las condiciones de hemofilia A) y plaquetas activadas (Monroe et al. (1997) Brit.
J. Haematol. 99, 542-547 que se incorpora como referencia por la presente).

[0191] Los derivados precoagulantes del Factor VII se pueden utilizar para controlar trastornos hemorragicos que tienen
diferentes causas tales como deficiencias del factor de coagulacion (p. ej. hemofilia Ay B o deficiencia de los factores
de coagulacion Xl o VII) o inhibidores de factor de coagulacion, o se pueden utilizar para controlar un sangrado excesivo
existente en sujetos con una cascada de coagulacién sanguinea de funcionamiento normal (sin deficiencias de factor de
coagulacion o inhibidores contra cualquiera de los factores de coagulacion). Los sangrados se pueden provocar por una
actividad defectuosa de las plaguetas, trombocitopenia o enfermedad de von Willebrand. También pueden aparecer en
sujetos en quién se ha inducido por varios estimulos una actividad fibrinolitica aumentada.

[0192] En sujetos que sufren dafio tisular extenso asociado a cirugia o un gran traumatismo, el mecanismo hemostético
se puede ver desbordado por la demanda de hemostasis inmediata y pueden desarrollar sangrados a pesar de un
mecanismo hemostatico normal. Lograr una hemostasis satisfactoria también es un problema cuando los sangrados
ocurren en 6rganos tales como el cerebro, la region del oido interno y los ojos y también pueden ser un problema en
casos de sangrados difusos (gastritis hemorragica y sangrado uterino profuso) cuando es dificil identificar la fuente. El
mismo problema puede surgir en el proceso de tomar biopsias de varios 6rganos (higado, pulmdn, tejido tumoral, tracto
gastrointestinal) al igual que en la cirugia laparoscopica. Estas situaciones comparten la dificultad de proveer
hemostasis por técnicas quirirgicas, (sutura clips, etc.). Los sangrados profusos y agudos también pueden ocurrir en
sujetos sometidos a terapia anticoagulante en quiénes una hemostasis defectuosa ha sido inducida por la terapia dada.
Tales sujetos pueden precisar de intervenciones quirirgicas en el caso de que el efecto anticoagulante deba ser
contrarrestado radpidamente. Otra situacion que puede causar problemas en el caso de hemostasis insatisfactoria es
cuando los sujetos con un mecanismo hemostatico normal son sometidos a una terapia anticoagulante para prevenir
enfermedades tromboembodlicas. Tal terapia puede incluir heparina, otras formas de proteoglicanos, warfarina u otras
formas de antagonistas de la vitamina K al igual que aspirina y otros inhibidores de agregaciones plaquetarias

[0193] Una activacién sistémica de la cascada de coagulacion puede llevar a una coagulacion intravascular diseminada
(DIC). No obstante, tales complicaciones no se han observado en sujetos tratados con dosis altas de FVlla
recombinante debido a un proceso hemostatico de la especie localizado inducido por la formacion del complejo entre
FVlla y TF expuesto en sitio de lesién de la pared del vaso. Los derivados precoagulantes del Factor VII segun la
invencion pueden asi utilizarse también en sus formas activadas para controlar tales sangrados excesivos asociados a
un mecanismo hemostatico normal.

[0194] Para los tratamientos en relacion con intervenciones deliberadas, las variantes del factor VIl de la invencion seran
administradas tipicamente dentro del periodo de aproximadamente 24 horas antes de que se realice la intervencion, y
luego durante practicamente 7 dias 0 mas. La administracién como coagulante se puede realizar a través de una
variedad de vias como se describe en este caso

[0195] La dosis de los derivados del Factor VII varian de aproximadamente 0,05 mg a 500 mg/dia, preferiblemente de
aproximadamente 1 mg a 200 mg/dia, y mas preferiblemente de aproximadamente 10 mg a aproximadamente 175
mg/dia para un sujeto de 70 kg como dosis de carga y de mantenimiento, dependiendo de la gravedad de la
enfermedad.

[0196] Las composiciones farmacéuticas estan destinadas principalmente a la administracion parenteral para el
tratamiento profilactico y/o terapéutico. Preferiblemente, las composiciones farmacéuticas son administradas
parenteralmente, es decir, por via intravenosa, subcutaneamente, o intramuscularmente, o se puede administrar por
infusién pulsatil o continua. Las composiciones para la administracion parenteral comprenden el derivado de Factor VII
de la invenciébn en combinacion con, preferiblemente disuelto en, un portador farmacéuticamente aceptable,
preferiblemente un portador acuoso. Se puede utilizar una variedad de soportes acuosos, tales como agua, agua
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tamponada, solucién salina al 0,4%, glicina al 0,3% y similares. Los derivados del Factor VII de la invencion también
pueden ser formulados en las preparaciones de liposoma para ser entregadas o dirigirse a los sitios de herida. Las
preparaciones de liposoma estan generalmente descritas en, por ejemplo, los documentos U.S. 4,837,028, U.S.
4,501,728, y U.S. 4,975,282. Las composiciones se pueden esterilizar por técnicas de esterilizacién convencionales bien
conocidas. Las soluciones acuosas resultantes se pueden empaquetar para el uso o se pueden filtrar bajo condiciones
asépticas y liofilizadas, combinandose la preparacion liofilizada con una solucién acuosa estéril antes de la
administracion. Las composiciones pueden contener sustancias auxiliares farmacéuticamente aceptables seguin sea
necesario para aproximarse a las condiciones fisioloégicas, tales como agentes de ajuste de pH y agentes
tamponadores, agentes de ajustes de tonicidad y similares, por ejemplo, acetato sodico, lactato sédico, cloruro sédico,
cloruro de potasio, cloruro de calcio, etc.

[0197] La concentracion del derivado del factor VII en estas formulaciones puede variar mucho, es decir, desde menos
de aproximadamente un 0,5% en peso, normalmente o al menos aproximadamente un 1% en peso hasta llegar a un 15
0 20% en peso y sera seleccionado principalmente por volimenes fluidos, viscosidades, etc., conforme al modo
particular de administracion seleccionado.

[0198] Asi, una composicion farmacéutica tipica para infusion intravenosa podria ser elaborada para contener 250 ml de
solucién de Ringer estéril y 10 mg del polipéptido del Factor VII. Métodos reales para preparar composiciones
administrables parentalmente seran conocidos o aparentes para los expertos en la técnica y estan descritos con mas
detalle en, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences, 18th ed., Mack Publishing Company, Easton, PA
(1990).

[0199] Las composiciones que contienen los derivados del Factor VII se pueden administrar para tratamientos
terapéuticos y/o profilacticos. En usos terapéuticos, las composiciones se administran a un sujeto que ya sufre una
enfermedad, como se ha descrito anteriormente, en una cantidad suficiente para curar, aliviar o detener parcialmente la
enfermedad y sus complicaciones. Una cantidad adecuada para realizar esto se define como “cantidad
terapéuticamente efectiva". Como serd entendido por el experto en la técnica las cantidades eficaces para este
propésito dependeran de la gravedad de la enfermedad o herida al igual que del peso y del estado general del sujeto.

En general, no obstante, la cantidad eficaz variara de aproximadamente 0,05 mg hasta aproximadamente 500 mg del
derivado del Factor VII al dia para un sujeto de 70 kg, con dosis de aproximadamente 1,0 mg a aproximadamente 200
mg del derivado del Factor VII al dia siendo mas comunmente usadas.

[0200] Hay que tener en cuenta que los materiales de la presente invencién pueden ser empleados generalmente en las
enfermedades serias 0 estados de herida, esto es, situaciones de amenaza o potencial amenaza para la vida. En tales
casos, a la vista de la minimizacion de sustancias extrafias y la carencia general de inmunogenicidad de derivados del
Factor VII humano en seres humanos, es posible y puede ser deseable por el médico responsable del tratamiento
administrar un exceso sustancial de estas composiciones de variante del factor VII.

[0201] En aplicaciones profilacticas, las composiciones con el derivado del Factor VII de la invencion se administran a
un sujeto susceptible de o de otra manera en riesgo de un estado de enfermedad o herida para mejorar la capacidad
coagulante propia del sujeto. Tal cantidad se define como una "dosis profilacticamente efectiva." En aplicaciones
profilacticas, las cantidades precisas dependen de nuevo del estado de salud y peso del sujeto, pero las dosis
generalmente varian de aproximadamente 0,05 mg a aproximadamente 500 mg al dia para un sujeto de 70 kg, mas
comunmente de aproximadamente 1,0 mg a aproximadamente 200 mg al dia para un sujeto de 70 kg.

[0202] Las administraciones Unicas o multiples de las composiciones se pueden llevar a cabo con niveles de dosis y
patrones que se seleccionan por el médico responsable del tratamiento.  Para sujetos ambulatorios que requieren
niveles de mantenimiento diario, los derivados del Factor VIl se pueden administrar por infusion continua utilizando por
ejemplo un sistema de bomba portatil.

[0203] La liberacién local del derivado del factor VII de la presente invencion, tal como, por ejemplo, la aplicacion topica
se puede realizar, por ejemplo, mediante una pulverizacion, perfusion, catéteres de doble balén, stent, incorporado en
injertos vasculares o espirales, hidrogeles utilizados para revestir los catéteres de globo, u otros métodos bien
establecidos . De cualquier manera, las composiciones farmacéuticas deberian proporcionar una cantidad de derivado
del Factor VIl suficiente para tratar al sujeto eficazmente.

[0204] Los polipéptidos del Factor VII inactivado son capaces de enlazarse al factor tisular de la superficie celular. Por
ejemplo, el Factor Vlla modificado con DEGR se enlaza al factor tisular de superficie de la célula con una afinidad
equivalente o mas alta que el Factor Vlla de tipo salvaje. El Factor Vlla modificado con DEGR, no obstante, no tiene
actividad enzimatica, sin embargo se enlaza al factor tisular y actia como antagonista competitivo del Factor Vlla de tipo
salvaje, inhibiendo asi los pasos posteriores en la via extrinseca de coagulacion que conducen a la generacion de
trombina.

[0205] Los derivados del Factor VIl inactivado son particularmente Utiles para la administracion a seres humanos para
tratar una variedad de condiciones que implican coagulacién intravascular. Por ejemplo, aunque la trombosis venosa
profunda y la embolia pulmonar se pueden tratar con anticoagulantes convencionales, los derivados del Factor VII
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inactivado descritos aqui se pueden utilizar para prevenir la incidencia de complicaciones tromboembdlicas en los
pacientes de riesgo alto identificado, tales como aquellos sometidos a cirugia o aquellos con insuficiencia cardiaca
congestiva. Ademas, los derivados del Factor VII inactivado pueden actuar como antagonistas de la induccion mediada
por el factor tisular de coagulacién, bloqueando asi la produccion de trombina y la deposicidn posterior de fibrina. Como
tal, los derivados del Factor VIl inactivado pueden ser (tiles para inhibir la actividad del factor tisular dando como
resultado, por ejemplo, la inhibicién de la coagulacién sanguinea, trombosis o deposicién de plaguetas.

[0206] Los derivados de Factor VIl inactivado pueden ser particularmente Utiles en el tratamiento de la hiperplasia
intimal, reestenosis debida a una herida vascular aguda, trombosis venal profunda, trombosis arterial, trombosis post
quirdrgica, bypass de arteria coronaria (CABG, por sus siglas en inglés), angioplastia coronaria transdermal percutanea
(PTCA, por sus siglas en inglés), derrame cerebral, cancer, metastasis tumoral, angiogénesis, isquemia/reperfusion,
artritis reumatoide, trombolisis, arteriosclerosis y reestenosis después de angioplastia, indicaciones cronicas y agudas
tales como inflamacién, choque séptico, septicemia, hipotension, sindrome de insuficiencia respiratoria del adulto
(ARDS, por sus siglas en inglés), coagulacién intravascular diseminada (DIC, por sus siglas en inglés), embolia
pulmonar, deposicién de plaquetas, infarto de miocardio, o el tratamiento profildctico de mamiferos con vasos
ateroscleroticos en riesgo de trombosis. Las heridas vasculares agudas son las que aparecen rapidamente (es decir, de
dias a meses), a diferencia de las heridas vasculares cronicas (p. €j. aterosclerosis) que se desarrollan a lo largo de
toda la vida. Las heridas vasculares agudas resultan frecuentemente de procedimientos quirdrgicos tales como
reconstruccion vascular, donde se utilizan técnicas de angioplastia, endarterectomia, aterectomia, emplazamiento de un
injerto vascular o similares.

La hiperplasia también puede aparecer como una respuesta retardada en respuesta a, por ejemplo, un emplazamiento
de injerto o un transplante de érganos. Dado que los derivados del Factor VII inactivado son més selectivos que la
heparina, uniéndose generalmente sélo al factor tisular que se ha expuesto en los puntos de herida, y ya que los
derivados del Factor VIl inactivado no destruyen otras proteinas de coagulacion, sera mas eficaz y menos probable de
causar complicaciones hemorragicas que en el caso de la heparina cuando se usa profilacticamente para la prevencion
de la trombosis venosa profunda.

[0207] Los derivados del Factor VIl inactivado que mantienen la unidn del factor tisular inhiben la acumulacién de
plaguetas en el punto de herida vascular por bloqueo de la produccién de trombina y posterior deposicién de fibrina.

[0208] Debido a la capacidad del Factor VII modificado con DEGR para bloquear la generaciéon de trombina y limitar la
deposicion de plaquetas en los puntos de herida vascular aguda, los derivados del Factor VIl inactivado que mantienen
la actividad de union al factor tisular pero carecen de la actividad enzimatica del Factor Vlla pueden utilizarse para
inhibir la reestenosis vascular.

[0209] Las composiciones que comprenden derivados del Factor VII inactivado son particularmente Utiles en métodos
para tratar pacientes cuando estan formuladas en composiciones farmacéuticas, donde se puede administrar a
individuos que padecen una variedad de estados de enfermedad para tratar condiciones relacionadas con la
coagulacién. Tales derivados del Factor VIl inactivado, capaces de enlazarse al factor tisular pero con una capacidad
sustancialmente reducida para catalizar la activacion de otros factores en la cascada de coagulacion, puede poseer una
vida media en plasma mas larga y asi un periodo correspondientemente mas largo de actividad anticoagulante cuando
se compara con otros anticoagulantes. Entre las indicaciones médicas para las composiciones para el sujeto estan
aquellas comdnmente tratadas con anticoagulantes, tales como, por ejemplo, trombosis venosa profunda, embolia
pulmonar, derrame cerebral, coagulacion intravascular diseminada (DIC), deposicion de fibrina en pulmones y rifiones
asociada a endotoxemia gram-negativa, e infarto de miocardio. Las composiciones pueden utilizarse para inhibir la
reestenosis vascular como aparece tras una herida vascular mecénica, tal como una herida provocada por angioplastia
con globo, endarterectomia, aterectomia reductiva, colocacion de stent, terapia laser o rotablacién, o como aparece
derivada de injertos vasculares, stent, injertos de bypass o transplantes de 6rgano. Las composiciones se pueden usar
asi para inhibir la deposicion de plaquetas y trastornos asociados. Asi, un método de inhibir la coagulacion, la
reestenosis vascular o la deposicion de plaquetas, por ejemplo, comprende la administracion a un paciente de una
composicién que comprende derivados del Factor VII inactivado, tales como los que presentan al menos una
substitucion de aminoacidos en una triada catalitica de Ser344; Asp242 e His193, en una cantidad suficiente para inhibir
eficazmente la coagulacion, reestenosis vascular o deposicidn de plaquetas. Los métodos también encuentran uso en el
tratamiento del cierre agudo de una arteria coronaria en un individuo (p. €j. infarto de miocardio agudo), que comprende
la administracion de los derivados del Factor VIl inactivado, que incluyen Factor VII modificado con DEGR y Factor VI
modificado con FFR, conjuntamente con un activador tisular plasminégeno o estreptoquinasa, y pueden acelerar la
trombosis inducida por tPA. Los derivados del Factor VIl inactivado se administran antes de, conjuntamente con, o
brevemente después de un agente trombolitico, tal como el activador tisular plasminégeno.

[0210] Las composiciones de los derivados del Factor VII inactivado también tendran utilidad sustancial en la prevencién
de embolias cardiogénicas y en el tratamiento de ataques trombdticos. Debido a su bajo potencial para causar
complicaciones hemorragicas y a su selectividad, los derivados del Factor VII se pueden dar a victimas de derrame
cerebral y pueden prevenir la extension del trombo de oclusiéon arterial. La cantidad de derivados del Factor VII
administrada variara en funcion de cada paciente dependiendo de la naturaleza y gravedad del derrame cerebral, pero
las dosis generalmente estaran en el rango de las que se sugieren a continuacion.
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[0211] Derivados del Factor VII inactivado y composiciones de los mismos también se pueden usar paran inhibir eventos
deletéreos asociados a una reperfusion isquémica. La isquemia severa a un tejido, 6rgano o extremidad se puede deber
a una reduccién en el flujo sanguineo y se puede asociar a un traumatismo, manipulacién quirdrgica, o disminucion de la
presiéon sanguinea. Una de las complicaciones asociadas a la isquemia severa es la sobrerregulacién del factor tisular
en el sistema arterial. Se cree que el aumento en la expresion del factor tisular estimula una respuesta procoagulante,
principalmente en el lecho capilar. Después de la reperfusion al tejido isquémico, se pueden generar trombos que
pueden ser bien oclusivos 0 no oclusivos. La generacion de trombos en el lecho arterial, y la deposicion de plaquetas a
lo largo del trombo, lleva a la generacién secundaria de isquemia del tejido. La generacion de trombos y la presencia de
plaguetas pueden causar luego la generacion y liberacion de factores bioactivos multiples, incluyendo aquellos
generados por la via de coagulacién, tales como trombina y Factor X, al igual que factores liberados de plaquetas
activadas. Sucesivamente, estos factores pueden inducir la generaciéon de factores adicionales por el endotelio
subyacente y células del musculo liso, o por células mononucleares adyacentes, tal como TNF-alfa e IL-1. Estos
factores, sucesivamente, pueden activar las células endoteliales conduciendo a la sobrerregulacion de varias moléculas
de adhesion asociadas a monocitos y unién neutrofilica. La unién y transmigracion de monocitos y neutrdfilos, la
liberacion de compuestos bioactivos por estas células, incluyendo la generacién de radicales libres de oxigeno, puede
exacerbar el nivel de activacion de las células endoteliales y el dafio. En Ultima instancia, si la cascada de eventos no se
verifica, esto puede llevar a complicaciones sistémicas y al potencial para estimular un fallo organico mudltiple.
Bloqueando el factor tisular, segun la presente invencion por administracion de un inhibidor especifico de la unién factor
tisular/Factor VII (por ejemplo; FVila modificado con FFR), y bloqueando asi la iniciacién de la via extrinseca de
coagulacién, se puede evitar la iniciacion de la cascada de eventos, eliminando asi, o minimizando los eventos
deletéreos asociados a la isquemia/reperfusion.

[0212] La dosis de derivados de Factor VIl inactivado para la prevencién de la trombosis venosa profunda se encuentra
en el rango de aproximadamente 50 pg a 500 mg/dia, mas tipicamente 1 mg a 200 mg/dia, y mas preferiblemente de 10
a aproximadamente 175 mg/dia para un paciente de 70 kg, y la administracion se deberia iniciar al menos
aproximadamente 6 horas antes de la cirugia y continuar al menos hasta que el paciente se vuelve ambulatorio. La
dosis de derivados de Factor VIl inactivado en el tratamiento de la reestenosis variard con cada paciente pero
generalmente estara en el rango de las sugeridas anteriormente.

[0213] Las composiciones que comprenden derivados de Factor VIl inactivado se administrardn tipicamente
aproximadamente dentro de las 24 horas antes de que se realice una intervencion, y practicamente 7 dias 0 mas
después. La administracion se puede realizar por una variedad de vias como se describe ademas aqui. Las
composiciones que comprenden derivados del Factor VIl inactivado pueden administrarse también sistémica o
localmente para la colocacion de injertos vasculares (p. ej., mediante el revestimiento de injertos vasculares arteriales
naturales modificados o sintéticos), en sitios de anastomosis, endarterectomia quirargica (tipicamente endarterectomia
de arteria carétida), injertos de bypass, y similares.

[0214] En el tratamiento de la trombosis venosa profunda establecida y/o embolia pulmonar, la dosis de derivados del
Factor VII varia de aproximadamente 50 pg a 500 mg/dia, méas tipicamente de 1 mg a 200 mg/dia, y mas
preferiblemente de 10 mg a aproximadamente 175 mg/dia para un paciente de 70 kg como dosis de carga y de
mantenimiento, dependiendo del peso del paciente y de la gravedad de la enfermedad. Debido a la menor probabilidad
de complicaciones hemorragicas a partir de infusiones de derivados del Factor VII inactivado, los derivados del Factor
VIl inactivado pueden reemplazar o bajar la dosis de heparina durante o después de la cirugia conjuntamente con
trombectomias o embolectomias

[0215] En casos de bacteriemia aguda, endotoxemia o DIC, se da al paciente una dosis de carga de un derivado del
Factor VIl de al menos aproximadamente 50 pg a 500 mg/dia, mas tipicamente de 1 mg a 200 mg/dia, y mas
preferiblemente de 10 mg a aproximadamente 175 mg/dia para un paciente de 70 kg, con dosis de mantenimiento
después en el rango de 50 pug a 500 mg/dia, tipicamente de 1 mg a 200 mg/dia para un paciente de 70 kg.

[0216] Preferiblemente, el derivado del Factor VIl tiene una vida media (t12) que ha mejorado en relacion a la vida media
del Factor VII no conjugado a partir del cual se derivé. Preferiblemente, la vida media del derivado del Factor VIl se
mejora en al menos 1,5 a 2 veces, mas preferiblemente de aproximadamente 2 a 3 veces, incluso mas preferiblemente
de aproximadamente 5 veces a 10 veces, éptimamente aproximadamente 100 veces, normalmente aproximadamente 6
veces en relacion a la vida media del Factor VII progenitor no modificado.

[0217] Métodos generales de enlazar polietilenglicol a proteinas se describen en Pat. EE. UU. n.° 4,179,337 expedida 18
Dec.1979 (incorporada aqui por referencia para revelar métodos de enlazar polietilenglicol a proteinas). Ademas, otros
métodos de enlazar polietilenglicol se describen en Pat. EE. UU. n.° 5122614 expedida 16 Jun. 1992, también
incorporada aqui por referencia para revelar métodos de enlazar polietilenglicol a proteinas. El Maleimida-PEG es
quizas el reactivo mas util para la PEGilacion de cisteina, pero otras reacciones quimicas estan disponibles para
modificaciones especificas de cisteina.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS
[0218] La forma de realizacion se describe en mas detalle en los ejemplos con referencia a los dibujos anexos donde
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Fig. 1 la estructura del Factor VII de coagulacidon humana correctamente procesada, aminoacidos 1 a 406, con residuos
gamma carboxilados de Glu (y) y glicosilacién (*). La flecha en el residuo de aminoacido 152 muestra el sitio donde el
Factor VII monocatenario se divide para convertirse en el Factor VII bicatenario activado (FVlla).

Fig. 2 construccion de plasmidos para la expresion de polipéptidos del Factor VII recombinante humano. El plasmido
pLN174 expresa el Factor VIl humano con un propéptido conectado naturalmente asociado al Factor VII.

Ejemplos

[0219] La terminologia para las sustituciones de aminoacidos usada los siguientes ejemplos son de la siguiente manera.
La primera letra representa el aminoacido naturalmente presente en una posicién de la SEC ID n.% 1. El siguiente
ndmero representa la posicion en la SEC ID n°: 1. La segunda letra representa el aminoéacido diferente que sustituye al
aminoacido natural. Un ejemplo es R396C, donde una arginina en la posicion 396 de la SEC ID n.°: 1 se sustituye por
una cisteina. En otro ejemplo, V158T/M298Q, la valina en la posicion 158 de la SEC ID n.°: 1 se sustituye por una

treonina y la metionina en la posicion 298 de SEC ID n.°: 1 se sustituye por una glutamina en el mismo polipéptido del
Factor VII.

Ejemplo 1

Constructo de ADN que codifica FVII-(R396C), FVII-(Q250C), FVII-(P406C), FVII-(407C), FVII- (V158T/M298Q); FVII-
(L305V/M306D/D309S), FVII-(K337A), FVII-(L305V), y FVII-(F374P):

[0220] Los constructos de ADN que codifican FVII-(R396C), FVII-(Q250C), FVII-(P406C), FVII-(407C) (una Cys C-
terminal adicional), FVII-(M298Q), FVII-(L305V/M306D/D309S), FVII-(K337A), FVII-(L305V), y FVII-(F374P) se
prepararon por mutagénesis dirigida al sitio utilizando un vector de ADN bicatenario superenrollado con un inserto de
FVII (pLN174) humano y dos cebadores sintéticos con la mutacion deseada. Los siguientes cebadores fueron usados:
Para FVII-(R396C):

5'-GCG CTC AGA GCC ATG CCC AGG AGT CCT CC-3' (SEC ID n.%: 3)

5'-GGA GGA CTC CTG GGC ATG GCT CTG AGC GC-3' (SEC ID n.°: 4)

Para FVII-(Q250C):

5'-GCT CCG CCT GCA CTG TCC CGT GGT CCT CAC TGA CC-3' (SEC ID n.°: 5)

5-GGT CAG TGA GGA CCA CGG GAC AGT GCA GGC GGA GC-3' (SEC ID n.°: 6)

Para FVII-(P406C):

5'-GCG AGC CCC ATT TTG CTA GAC TAG AGG ATC TGG G-3' (SEC ID n.%: 7)

5'-CCC AGA TCC TCT AGT CTA GCA AAA TGG GGC TCG C-3' (SEC ID n.°: 8)

Para FVII-(407C):

5'-CCT GCG AGC CCC ATT TCC CTG TTA GAC TAG AGG ATC TGG G-3' (SEC ID n.°: 9)

5'-CCC AGA TCC TCT AGT CTA ACA GGG AAA TGG GGC TCG CAG G-3' (SEC ID n.°: 10)

Para FVII-(M298Q):

5-GCC CTG GAG CTC CAG GTC CTC AAC GTG CCC-3' (SEC ID n.%: 11)

5-GGG CAC GTT GAG GAC CTG GAG CTC CAG GGC-3' (SEC ID n.%: 12)

Para FVII-(L305V):

5'-CGT GCC CCG GGT GAT GAC CCA GGA C-3' (SEC ID n.°: 13)

5-GTC CTG GGT CAT CAC CCG GGG CAC G-3' (SEQ ID n.°: 14)
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Para FVII-(M306D/D309S):

5'-TCT AGA TAC CCA GTC TTG CCT GCA GCA GTC ACG GAA-3' (SEC ID n.%: 15)
5-TTC CGT GAC TGC TGC AGG CAA GAC TGG GTA TCT AGA-3' (SEC ID n.°: 16)
Para FVII-(K337A):

5-CGG ATG GCA GCG CGG ACT CCT GCA AGG G-3' (SEQ ID n.°: 17)

5'-CCC TTG CAG GAG TCC GCG CTG CCA TCC G-3' (SEQ ID n.°: 18)

Para FVII-(F374P):

5'-CCG TGG GCC ACC CTG GGG TGT ACA CC-3' (SEC ID n.°: 19)

5-GGT GTA CAC CCC AGG GTG GCC CAC GG-3' (SEC ID n.°: 20)

[0221] Los oligonucledtidos cebadores, cada uno complementario a cadenas opuestas del inserto de vector, se
extendieron durante una variacion ciclica de la temperatura mediante Pfu ADN polimerasa. En la incorporacion de los
cebadores, un plasmido mutado conteniendo muescas alternadas fue generado. Después del ciclo de temperatura, el
producto fue tratado con Dpnl que es especifico para ADN metilado y hemimetilado para digerir el molde de ADN
progenitor y para seleccionar el ADN sintetizado que contiene mutaciones.

[0222] Los procedimientos para preparar un constructo de ADN utilizando la reaccion en cadena de la polimerasa
utilizando unos cebadores especificos son conocidos por personas expertas en la técnica (véase PCR Protocols, 1990,
Academic Press, San Diego, California, EE. UU.).

Ejemplo 2
Preparacion de FVII-(R396C).

[0223] Ceélulas BHK fueron transfectadas esencialmente tal y como se describe anteriormente (Thim et al. (1988)
Biochemistry 27, 7785-7793; Persson and Nielsen (1996) FEBS Lett. 385, 241-243) para obtener la expresion de la
variante FVII-(R396C). El polipéptido del Factor VII fue purificado de la siguiente manera:

[0224] El medio acondicionado fue cargado sobre una columna de 25 mL de Q-Sepharose Fast Flow (Pharmacia
Biotech) después de la adicion de EDTA 5 mM, Tritén X-100 al 0,1% y Tris 10 mM, se ajusta el pH a 8,0 y se ajusta la
conductividad a 10-11 mS/cm afiadiendo agua. La elucién de la proteina fue realizada mediante un gradiente de Tris 10
mM, NaCl 50 mM, Triton X-100 al 0.1%, pH 8,0 a Tris 10 mM, NaCl 50 mM, CacCl, 25 mM, Tritén X-100 al 0,1%, pH 7,5.
Las fracciones que contienen FVII-(R396C) fueron agrupadas, y aplicadas a una columna de 25 ml que contiene un
anticuerpo monoclonal F1A2 (Novo Nordisk, Bagsveerd, Dinamarca) acoplado a sefarosa 4B activada por CNBr
(Pharmacia Biotech). La columna fue equilibrada con Hepes 50 mM, pH 7,5, que contiene CaCl, 10 mM, NaCl 100 mM y
Triton X-100 al 0,02%. Después del lavado con tampdn de equilibrado y tampén de equilibrado conteniendo NaCl 2 M, el
material ligado fue eluido con tampo6n de equilibrado conteniendo EDTA 10 mM en vez de CacCl,. Antes del uso o del
almacenamiento, se afiade un exceso de CaCl, sobre EDTA o FVII-(R396C) fue transferido a un tampon conteniendo
Ca®*. El rendimiento de cada paso fue seguido por medidas de ELISA de Factor VIl y la proteina purificada fue
analizada por SDS-PAGE.

Ejemplo 3

Preparacion de FVII-(M298Q).

[0225] Células BHK fueron transfectadas esencialmente tal y como se describe anteriormente (Thim et al. (1988)
Biochemistry 27, 7785- 7793; Persson and Nielsen (1996) FEBS Lett. 385, 241-243) para obtener la expresion de la
variante FVII-(V158T/M298Q). El polipéptido del Factor VII fue purificado de la siguiente manera:

[0226] El medio acondicionado fue cargado sobre una columna de 25 mL de Q-Sepharose Fast Flow (Pharmacia
Biotech) después de la adicion de EDTA 5 mM, Tritén X-100 al 0,1% y Tris 10 mM, se ajusta el pH a 8,0 y se ajusta la
conductividad a 10-11 mS/cm afiadiendo agua. La elucién de la proteina fue realizada mediante un gradiente de Tris 10
mM, NaCl 50 mM, Triton X-100 al 0,1%, pH 8,0 a Tris 10 mM, NaCl 50 mM, CaCl, 25 mM, Triton X-100 al 0,1%, pH 7,5.
Las fracciones que contienen FVII-(V158T/M298Q) fueron agrupadas, se afiadié CaCl, 10 mM, y se aplicaron a una
columna de 25 ml que contiene un anticuerpo monoclonal F1A2 (Novo Nordisk, Bagsveerd, Dinamarca) acoplado a
sefarosa 4B activada por CNBr (Pharmacia Biotech). La columna fue equilibrada con Hepes 50 mM, pH 7,5, que

25



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2432967 T3

contiene CaCl; 10 mM, NaCl 100 mM y Triton X-100 al 0,02%. Después del lavado con tampén de equilibrado y tampén
de equilibrado conteniendo NaCl 2 M, el material ligado fue eluido con tampdén de equilibrado conteniendo EDTA 10 mM
en vez de CaCl,. Antes del uso o del almacenamiento, se aflade un exceso de CaCl, sobre EDTA o FVII-
(V158T/M298Q) fue transferido a un tampon conteniendo Ca”*. El rendimiento de cada paso fue seguido por medidas
de ELISA de Factor VIl y la proteina purificada fue analizada por SDS-PAGE.

Ejemplo 4
Preparacion de FVII-(L305V/M306D/D309S).

[0227] Células BHK fueron transfectadas esencialmente tal y como se describe anteriormente (Thim et al. (1988)
Biochemistry 27, 7785- 7793; Persson and Nielsen (1996) FEBS Lett. 385, 241-243) para obtener la expresion de la
variante FVII-(L305V/M306D/D309S). El polipéptido del Factor VII fue purificado de la siguiente manera:

[0228] El medio acondicionado fue cargado sobre una columna de 25 mL de Q-Sepharose Fast Flow (Pharmacia
Biotech) después de la adicion de EDTA 5 mM, Tritdn X-100 al 0,1% y Tris 10 mM, se ajusta el pH a 8,0 y se ajusta la
conductividad a 10-11 mS/cm afiadiendo agua. La elucién de la proteina fue realizada mediante un gradiente de Tris 10
mM, NaCl 50 mM, Tritén X-100 al 0,1%, pH 8,0 a Tris 10 mM, NaCl 50 mM, CaCl, 25 mM, Tritén X-100 al 0,1%, pH 7,5.
Las fracciones que contienen FVII- (L305V/M306D/D309S) fueron agrupadas, se afiadiéo CaCl, 10 mM, y se aplicaron a
una columna de 25 ml que contiene un anticuerpo monoclonal F1A2 (Novo Nordisk, Bagsveerd, Dinamarca) acoplado a
sefarosa 4B activada por CNBr (Pharmacia Biotech). La columna fue equilibrada con Hepes 50 mM, pH 7,5, que
contiene CaCl, 10 mM, NaCl 100 mM y Triton X-100 al 0,02%. Después del lavado con tampén de equilibrado y tampon
de equilibrado conteniendo NaCl 2 M, el material ligado fue eluido con tampén de equilibrado conteniendo EDTA 10 mM
en vez de CaCl,. Antes del uso o del almacenamiento, se afiade un exceso de CaCl, sobre EDTA o FVII-
(L305V/M306D/D309S) fue transferido a un tampén conteniendo Ca®". El rendimiento de cada paso fue seguido por
medidas de ELISA de Factor VIl y la proteina purificada fue analizada por SDS-PAGE.

Ejemplo 5
Ensayo de Hidrdlisis In Vitro

[0229] EI Factor Vlla (tipo salvaje) nativo y la variante de Factor Vlla (ambos de aqui en adelante denominados como
"Factor Vlla") se evalGan en paralelo para comparar directamente sus actividades especificas . El ensayo se realiza en
una placa de microtitulacién (MaxiSorp, Nunc, Dinamarca). El sustrato cromogénico D-lle-Pro-Arg-p-nitroanilida (S-2288,
Chromogenix, Suecia), concentracion final 1 mM, se afiade al Factor Vlla (concentracién final 100 nM) en Hepes 50 mM,
pH 7,4, que contiene NaCl 0,1 M, CaCl, 5 mM y 1 mg/ml de albumina de suero bovino. La absorbancia a 405 nm se
mide en continuo en un Lector de placas SpectraMax™ 340 (Molecular Devices, EE. UU.). La absorbancia desarrollada
durante una incubacién de 20 minutos, después de la sustraccion de la absorbancia en un pocillo de blanco que no
contiene enzima, se utiliza para calcular la proporcion entre las actividades de variante y Factor Vlla de tipo salvaje:

Proporcion = (Asosnm Variante del Factor VIla)/(Assnm Factor Vlla de tipo salvaje)

Ejemplo 6
Ensayo de Proteodlisis In Vitro

[0230] El Factor Vlla (tipo salvaje) nativo y la variante de factor Vlla (ambos de aqui en adelante denominados como
"Factor Vlla") se evalUan en paralelo para comparar directamente sus actividades especificas . El ensayo se realiza en
una placa de microtitulacion (MaxiSorp, Nunc, Dinamarca). El Factor Vlla (10 nM) y el Factor X (0,8 microM) en 100
microL de Hepes 50 mM, pH 7,4, que contiene NaCl 0,1 M, CaCl, 5 mM y 1 mg/ml de albumina de suero bovino, se
incuban durante 15 min. La escision del Factor X es luego detenida por la adicion de 50 microL de Hepes 50 mM, pH
7,4, que contiene NaCl 0,1 M, EDTA 20 mM y 1 mg/ml de albimina de suero bovino. La cantidad de factor Xa generado
se mide por adicion del sustrato cromogénico Z-D-Arg-Gly-Arg-p-nitroanilida (S-2765, Chromogenix, Suecia),
concentracion final 0,5 mM. La absorbancia a 405 nm se mide en continuo en un lector de placas SpectraMax™ 340
(Molecular Devices, EE. UU.). La absorbancia desarrollada durante 10 minutos, después de la sustraccién de la
absorbancia en un pocillo de blanco que no contiene FVlla, se utiliza para calcular la proporcién entre las actividades
proteoliticas de la variante y el factor Vlla de tipo salvaje:

Proporcion = (Asosnm Variante del Factor VIla)/(Asosnm Factor Vlla de tipo salvaje)
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Ejemplo 7

Actividades relativas de los polipéptidos del FVIla medidas en los ensayos descritos en los ejemplos 5y 6

[0231]
Variante Proporcién en el ejemplo 5 Proporcion en el ejemplo 6

FVlla-(M298Q) 3,5+0,2 12+1
FVlla-(V158D/E296V/M298Q) 75+04 38+5
FVlla-(K337A) 4,0+£0,2 41+04
FVlla-(L305V/M306D/D309S) 3,0£0,1 3,703
FVlla-(L305V) 32+0.2 3302
FVlla-(F374P) 14 <1
FVlla-(R396C) 1,0 1,0
FVlla-(Q250C) 1,0 1,5
FVlla-(P406C) 0,8 1,0
FVlla-(407C) 1,1 1,4
peso-FVila 1,0 1,0

Ejemplo 8

Conjugacion PEG de FVII-(R396C), FVII-(Q250C), FVII-(P406C), FVII-(407C)

[0232] Las variantes del Factor Vlla como se describe en el ejemplo 1, con un grupo tiol libre introducido en cualquiera
de las posiciones mencionadas (250, 396,406 o 407 (este ultimo extendido por el extremo C-terminal)) se hacen
reaccionar con un exceso 5 veces mayor, en molar, de PEG-vinilsulfona o PEG-maleimida (alternativamente se puede
utilizar cualquier otro derivado de PEG que reaccione con sulfhidrilo) en un tampén acuoso durante 3 horas para llevar a
cabo la reaccién practicamente hasta la finalizacién. El peso molecular del derivado de PEG es al menos 10 000. Los
FVlla modificados con PEG resultantes se evalian en cuanto a la actividad proteolitica y amidolitica como se describe
en los ejemplos 5y 6 y deberian retener la actividad del FVlla de tipo salvaje humano, o si una Cys se ha introducido en
una variante de FVlla con mayor actividad, la actividad después de la reacciéon con el derivado de PEG deberia
permanecer superior que la del FVlla tipo salvaje humano. El FVila conjugado con PEG se separa de la variante no
reaccionada y del derivado de PEG libre mediante cromatografia tal como filtracion en gel en una columna de Superdex-
200 o similar. La conjugacion PEG de proteinas en residuos de Cys se conoce por el experto en la técnica y esta
descrita en diferentes publicaciones incluyendo Goodson, R. J. & Katre, N. V. (1990) Bio/Technology 8, 343 y Kogan, T.
P. (1992) Synthetic Comm. 22, 2417.

LISTADO DE SECUENCIAS

[0233]

<110> Novo Nordisk A/S

<120> Derivados de Factor VIl de coagulacién
<130> 6286-WO

<150> DK PA 2001 00477
<151> 2001-03-22

<160> 20
<170> Versién de patentin 3.1

<210>1

<211> 406

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(406)

<223> Xaa significa acido 4-carboxiglutamico (gamma-carboxiglutamato)
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<400> 1

Ala Asn Ala Phe Leu Xaa Xaa Leu Arg Pro Gly Ser Leu Xaa Arg Xaa

1 5 10 15

Cys Lys Xaa Xaa GIn Cys Ser Phe Xaa Xaa Ala Arg Xaa §%e Phe Lys
20

Asp Ala ;ga Arg Thr Lys Leu EEE Trp Ile Ser Tyr gﬁr Asp Gly Asp

Gin Cys Ala Ser Ser Pro Cys Gln Asn Gly Gly Ser Cys Lys Asp GIn
50 53 60
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Leu

65

Gly

Arg

Pro

AT

145

Lys

Leu

His

Gly

Hi%

His

Leu

ASp

Lewu

305

Pra

Gln Ser

Glu Thre

Cys Glu

C¥E His

115

Thr val
130

Ala ser
Gy alu
Cys Gl
Cys Phe

195
Glu His
210
Ala Gln
asp Ile

wal wal

Ala

L]
e =n
Ll i)

Arg Gly

met Thr

ssn Ile

TVF

His

@ln

100

Gl

Glu

Lys

Cys

Gl

1

ASD

Asp

wal

ala

Fra

260

wal

ala

Gin

Thir

Ile
Lvs
g5

Tyr
Gly
Tyr
Fro
Fra
1&5
Thr
Lys
Leu
Ile
Leu
245
Leuw

Arg

Thr

ASp Cy

Gl
325

Cys
70

Asp
Cys
Tyr
Fro
aGin
150
Trp

Lo

Il=

Cys
Phe

ala
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Phe
ASp
ser
ser
13
Gly
GIn
Ile

Lys

Pro
Arg
Lau
ser
Leu
295

Leu

Met

Cys
&ln

Asp
Lew
120
Gly
APy
wal
ALn
ASR
200
His
Ser
Leu
Pro
Leu
280
Glu

GlIn

Pha

Lau

Leu

His

103

Leau

Lys

Ile

Leu

Thr

185

Trp

Asp

Thr

His

Glu

val

Leu

Gln

Cys

29

Pra

Ile

Thr

ala

Ile

Val

Leu

170

Ile

Arg

Gly

TYF

Gim

250

A

Ser

Met

ser

Ala
330

Ala
7L

Cys
Gly

ASp

Pro

Trp
ASD

Asp

Gly
val

31

Gly

Fhi

val

Thr

wal

val

Leu

Glu

220

Firo

wval

Fhe

Trp

Leu

300

Lys

TYTrF

Glu

ASN

Lys

va'l

125

Leu

Lys

ASN

Wal

Ile

205

Gin

Gly

wval

Ser

Gl

28

Asn

val

Ser

Gly
Glu
A

110
Ser
Glu
wal
Gly
Sar
190
ala
Rer
Thr
Ley
Glu
270
Gln
Wal

Gly

ASp

Arg
ASn
95

Ser
Cys
LyS
Lys
ala
175
Ala
val
Arg
Thr
Thr
255
Arg
Leuw

PFro

ASpD

:
]

Asn
80
Gly

Lys

Arg

P

160

Gln

Ala

Leu

Arg

A5

240

ASp

Thr

Lewu

A

ser

320

ser
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Lys

Arg

Ala

Glu

Leu

<210>2

<211> 6098
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> plasmido ADN pLN174

<400> 2

ttcgagotot
gactatgacgr
ccaacgacta
aggccctcag
taacccagga
aggagctocg
aggccoggga
atggggacca
agtcctatat
atgaccagct
cgggcaccaa
CClLgoacacc
ccagcaaacc
ggcaggroct
tctgggtgat
cogrgotggy
cgcaggtcat

ASp Ser Cys

340

Gly Thr

Trp
355

Thr val

Gly
370

Trp Leu GIn

arg ala Pro

gractococgoc
gggctggage
taaagaggoc
gctoctotac
ggaagcccaa
gccgggotoo
gatcttcaag
grgtgcctca
ctgcttetge
gatctgtgtg
gogotoctgt
cacagttgaa
ccaaggccga
grtgttggtg
ctoocgoggoe
cgagcacgac
catccocago
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Lys Gy asp Ser Gly Gly
34%

Pro His ala Thr His

350

r Leu Thr ¢ly Ile val Ser Trp Gly Gln Gly
R4 EEE 35%

His Phe Glv val Tyr Thr Arg val Ser G1n Tyr
3?? 380

LyS Leu Met arg Ser clu Pro arg Pro Gy val

390

FPhe Pro
405

Egaaaagtgc
aaccgocrge
aggctgtect
cttctgottg
ggcgtectge
€Tggagagog
gacgcggaga
agrcecatgee
ctocotgoct
aacgagaacy
cggtgccacg
tatccatgrg
atTgtogoge
aatggagctc
cactgtttcg
ctcagcgage
acgtacgtcc

getcggotet
Togotgoaaa
ctaagcgteca
gacttcagaa
accggegcog
agtgcaagoa
ggacgaaget
agaatgggag
tcgagggccg
gcggctatga
aggogtactc
gaaaaatacc
gCaaggtgty
agrrgtotag
acaaaatcaa
acgacgggaa
cgggcaccac

30

gccazggacg
cocotttgoac
coccgggatee
ctocctgget
gegogecaac
ggagcagtgo
gttctogatt
ctocctgoaag
gaactgtgag
gcagtactge
tctgetggea
tattctagaa
cocccaaaggs
ggggacccty
gaactogagg
tgagcagage

Cadccacgac

cggggcgegt
ccggactogt
atggtcteee
gcagrcttog
gegttectog
teccttegagg
tcttacagtg
gaccagectee
acgcacaagn
agtgaccaca
gacggogtgt
daadagaaatg
gagtgtccat
atcaacacca
aacctgatcg
Cgocoggtog
atcgcgotge

TVr

Cys

Iie

Leu
400

120
1E0
240
300
ELY
420
480
40
600
Ga0
720
78O
E40
200

1020



toocgootgia
ggacgrLcIc
agctgoraga
tgacccagoga
acatgtTctg
goCCcacatoc
aggoetgooe
ggetgeaaan
cctagactag
ctggaagttg
ttgtctgact
gggCaagrto
gcagtggcac
ectcagocte
ttrrrrtagt
Caggtgatct
CooTtCCotg
cataggcrac
CTCtcatgog
getagagteg
actgggaaaa
getggogtaa
atggcgaatg
Cocatatogt
CacCcogocaa
agacaagetg
aaacgcgcga
ataatggret
tgtttattitt
atgcricaat
atrtecocTttt
gtaaaagatg
agcggtaaga
daagttctgc

ccagcccgtg
tgagaggacg
cCcgtgocace
ctgcctgeag
taccgoctac
CAacCCacTac
Aaccgrggoc
getcatgege
aggatctggg
ccactccagt
aggtotcctt
ggaagacaac
aatcrrggct
Ccocgagttgtt
agagacgggg
acccaccttg
tccttctgat
CTggCcatge
ttgggtecac
acctgraagc
ccctggoatt
tagcgaagag
gocgoctgato
geactcrcag
cacccgctga
thEEgtEtC
gacgaazggg
cttagacgte
tctaaataca
aatattgaaa
ttgcggeart
ctgaagatea
tccrtgagag
tatgtgacgc

ES 2432967 T3

gtcctcactg
ctggoottog
acggeectag
cagrcacgga
tcggatggca
COggacacgt
cactttgagg
tcagagecac
gtggcatcce
gCocaccage
ctataatatt
cTgTaggacc
cactgcaatc
gggattccag
tttcaccata
gooctoccaaa
tttaaaataa
ccaaccggrg
teagtagatg
atgcaagctt
acccaactta
goccgeacey
cgotattttc
tacaatctgo
cgcgccotga
cgggagcetgo
cctcgtgata
aggtggeact
ttcaaatatg
aaggaagagt
ttgecttoct
gttgggtgca
tittogocoo
ggtattatec

accatgtggt
tgcgeticoe
agctcatagt
aggrgggaga
graaggactc
ggtacctgac
tgtacaccag
geccaggagt
tgtgacccct
Cttgtcctaa
atggggtooa
TgCgoggtot
TCLQgOCLCCt
gcatgcatoa
ttogccagoc
ttgctgggat
ctataccagc
ggacatrtga
cctgttgaat
tggcactggc
atcgoctrge
atcgooctic
ttccttacgeo
tctgatgocy
cgggoitgre
atgtgtcaga
CgocTatttt
tttcgaggaa
tatCcgctca
atgagratic
grriTtgcte
cgagrgoott
gaagaacgtt
cgtattgacg
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gLccctotae
attogtcage
cctcaacgtg
ctcococcaaat
ctocaagaag
gogcatcgtc
gotcteccag
cotoctgega
CEEEEgthE
taaaattaag
ggggggtogt
atrgggaacc
gggttcaage
ccagactcag
tggtctocaa
tacaggcgtg
a0gaggacgt
grrgctTget
tcgagoctogo
cgtcgtttta
agcacatoco
ccaacagttg
atctgtgoog
catagttaag
tgctocogae
ggttttcace
tataggttaa
atgtgegegy
tgagacaata
aacatttccg
acceagasac
acatcgaact
ttccaatgat

ccgggcaaga

ctgcccgaac
ggctggogec
cccocggotga
atcacggagt
gacagrggaq
agctogogec
tacatcgagt
gCCccatttc
tctoctggee
ttgcatcatt
atggagcaag
3AQCTOgAgt
gattctoctg
ctaatttttg
ctoctaatct
daccactget
CCagacacag
tggcactgtc
ccgggotota
caacgtogtg
cctttogeca
cgeagectga
tatttcacac
ccagccocga
atccgcttac
gtcatcaccg
tgtcatgata
aaccectatt
accctgataa
tgtogooctt
gctggtgaaa
ggatctcaac
gagcactTtt

geaacteggu

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
L1EOD
1860
1920
1380
2040
21040
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
294D
3000
3060



COCCOCATAC
cttacggatg
actogcggoca
CACRACATIY
cataccasac
actattaact
ggcggataaa
tgataaatct
tggtaagooc
acgaaataga
ccaagtttac
ctaggtgaag
cecactgageg
gogogtaatc
gatcaagage
aatactgtcc
cotacatacc
Tgtctraceg
2Cggogogtt
ctacagcortg
coogtaagog
tggtatcttt
toctcgtcag
ctggeetttt
gataaccgta
Cocagcgagt
gogogrtgge
agtgagcgea
tttatgottc
aacagctatg
ttgatgagtt
trtgtgatgc
acaattgcat

agtaaaacct

actartctca
gcatgacagt
acttactict
gogatcatgr
gacgagcgtyg
gocgaactac
gttgcaggac
ggagocggtg
tcccgraten
cagatcgetg
tcatatatac
atccttitig
tcagacceeg
Tgotogotige
TaccaacTet
ttctagtgta
tcgotctgct
gotrggacec
cgtgcacaca
agctatgaga
gcagggtcgg
atagtcctgt
gogggcggaq
getggoctet
Trtaccgoctt
cagtgagcga
cgattcatta
acgcaattaa
cgoctcgtat
accargatta
tggacaaace
tattgctita
Ttcattetatg

Ctacaaatat

ES 2432967 T3

gaatgacttg
aagagaatta
gacaacgatc
aactogeett
acaccacgat
ttactctagc
cacttctgeg
agegtgggtc
tagttatcta
agataggtac
tttagattga
ataatctcat
tagaaaagat
ddacCadaaaa
trrrccgaag
gccgragtta
aatcctgtta
Aagacgatag
geccagettn
aagcgecacy
aacaggagag
cggotttoge
cctatggaaa
Tgctcacatg
Tgagrgaget
ggaagcggaa
atgcagcrgn
tgtgagttag
grtgtgtgga
cgaattcatc
acaactagaa
tttgtaacca
tttcaggtte
ggtatggctg

gttgagtact
tgcagtgetg
ggaggaccga
gatcoggttgg
goctgtagca
ttcccggcaa
ctoggeocett
togeggtate
cacgacgggg
ctcactgatt
tttaaaactt
Qaccazaaatc
caaaggatct
CcCaccgotac
gtaactgget
ggccaccact
coagtogotg
ttaccogata
gagcgaacga
cttoccgaag
cocacdaggq
cacctctgac
dacgcCagea
ttotetoctyg
gataccgete
gagcgcccaa
cacgacaggt
ctéactcatt
attgtgageg
gatatctaga
tgcagtgaaa
ttataagctg
agggygaggt
attatgatct
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caccagtcac
CCataaccat
aggagctaac
gaaccggago
atgocaacaa
caattaatag
ccogotggct
attgcagcac
agtcaggcaa
aagcattgge
CcAtttttaat
ccttaacgtyg
tortgagate
cagoggtggt
tcagcagage
tcaagaacte
ctgccagtag
aggcgoageg
cotacacoga
ggagaaaggc
agcttocagg
Ttgagcgtcy
acgcogoctt
cgTtatccco
gecgcageoeg
tacgcaaacc
ttCococgactg
aggcacccca
QATAACAATT
tocCagacatg
aaddtgCcttt
caatazacaa
gtgggaggtt
aaagccagea

agaaaagcat
gagtgataac
COCLITLTLg
tgaatgaagc
cgttgcgcaa
acrggatgga
ggrTTatIoe
tggggccaga
cratggatga
aactgrcaga
ttaaaaggat
agttttcgtt
Ctrttittct
ttgtttoccg
gcagatacca
tgtagcaccg
cgataagtcg
gtcoggctga
actgagatac
ggacaggtat
gggaaacgee
atttttgtoa
Tttacggtic
tgattctgtyg
aacgaccgag
gEEtEtECEE
gadaagogggc
ggctttacac
tcacacagga
ataagataca
atttgtgaaa
gttaacaaca
ttttaaagca

azagrcccat

3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
Ja00
3660
3720
3780
3840
3000
3960
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4920
4980
5040
5100
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ggtcttataa
tagtctttct
gagaggacgc
aacgtgtcac
tgattcatgg
crtgccaatt
tgagotocto
asaogtcgat
TgrTTacctt
agcggaggec
atgcagttca
aaagcctaag
ggrctoggec
actgggcgoa
attgagatgc
ggitgotgac

CTTTCCacac

aaatgcatag
tctcgtaga.c
CTgQgtattc
tttcaaatte
cttcctggta
cegortgtte
gtogtggttc
tottotoagg
ccactgaaga
agggtaggtc
atggtcgaac
cctocaaaaa
tctgoataaa
grragaggcy
atgetttgea
taattgagat

Cctaactgac

ES 2432967 T3

crttaogagg
ttcaaactta
tgggagaagt
ctgcatgatc
aacagaactg
aataagtctt
tttgagtict
aatggagaac
ggrtgragte
tecgrrottg
catgatggca
agoctoitoa
taaaaaaaat
9gaTgagegy
tacttctgce
gcatgctttg

Acacattcca

<210>3

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de nucleétido

<400> 3
gcgctcagag ccatgcccag gagtcctcc 29

<210> 4

<211> 29

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de nucleétido

<400> 4
ggaggactcc tgggcatggc tctgagcge 29

<210>5

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de nucleétido

<400> 5
gctcegectg cactgtcecg tggtectcac tgacc ?7?7?35

ggagcagaga
tacttgatgc
ttatatttec
crrgtcacaa
cctecgacta
aaggcatcat
ctactgagaa
caggttttoo
atrcrrtgga
ccaatcceca
cggatctcaa
ctacttctag
tagrcagcca
agrragggac
tgctggggag
Catacticig

caggggaz

33

acttgaaagc
ctttttcctc
ccaaatcaat
agagtcrgag
tccaaaccat
CCasactttt
ctatattaat
tacccataat
AgTACTTgAA
tattttggga
gctcacgaaa
aatagctcag
TO0gICHgag
gggactargy
cectagggact
cctgotgogg

atctroctgt
ctggacctca
ttctgggaaa
otogocctgot
gtcracttta
ggcaagaaaa
tctgtecttt
caccagattc
ctcgtioctg
cacggcgacy
gectttttgea
aggccgagac
aatgggcgga
ttgergacta

ttoccacacct

agcctgggga

5160
5220
3280
3340
3400
5460
3520
5580
3640
5700
2760
3820
3880
5940
6000
6060
6038
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<210>6

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de nucleétido

<400> 6
ggtcagtgag gaccacggga cagtgcaggc ggagc 35

<210>7

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de nucleétido

<400> 7
ttttgctaga de gcgagcccca ctagaggatc tggg 34

<210> 8

<211> 34

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de nucledtido

<400> 8
cccagatcct ctagtctage aaaatggggce tcge 34

<210>9

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de nucleétido

<400>9
cctgcgagcec ccatttcect gttagactag aggatctggg 40

<210>10

<211>40

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de nucleétido

<400> 10
cccagatcct ctagtctaac agggaaatgg ggctcgcagg 40

<210> 11

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de nucleétido

<400> 11
gccctggagc tccaggtect caacgtgecc 30

34
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<210>12

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de nucleétido

<400> 12
gggcacgttg aggacctgga gctccaggge 30

<210> 13

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de nucleétido

<400> 13
cgtgccecegg gtgatgaccc aggac 25

<210> 14

<211>25

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de nucledtido

<400> 14
gtcctgggtc atcacccggg gcacg 25

<210> 15

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de nucleétido

<400> 15
tctagatacc cagtcttgce tgcagcagtc acggaa 36

<210> 16

<211> 36

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de nucleétido

<400> 16
ttccgtgact tctaga de agactgggta de gctgcaggca 36

<210> 17

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de nucleétido

<400> 17
cggatggcag cgcggactcc tgcaaggg 28

35
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<210> 18

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de nucleétido

<400> 18
cccttgcagg agtccgegct gecatceg 28

<210>19

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de nucleétido

<400> 19
ccgtgggcca ccctggggtg tacacc 26

<210> 20

<211> 26

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Cebador de nucledtido

<400> 20
ggtgtacacc ccagggtggc ccacgg 26

36
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REIVINDICACIONES

1. Polipéptido del factor VII que comprende la secuencia de aminoacidos SEC ID n.°; 1 o una variante de la misma,
donde el polipéptido del Factor VIl tiene la misma actividad o mayor actividad en comparacién con el Factor Vlla
recombinante de tipo salvaje humano donde una cisteina se ha afadido al extremo C-terminal de SEC ID n.°; 1 o de la
variante de la misma.

2. Polipéptido del factor VII segln la reivindicacion 1, donde la cisteina afiadida al C-terminal se conjuga con un grupo
quimico que aumenta el peso molecular real de dicho polipéptido del Factor VII con aproximadamente 300 daltons hasta
aproximadamente 100 000 Daltons y donde dicho polipéptido del factor VIl tiene sustancialmente la misma actividad o
una mayor actividad en comparacién con el Factor Vlla recombinante humano de tipo salvaje.

3. Composicién farmacéutica que comprende un polipéptido del Factor VII segun la reivindicacion 2 y, un portador
farmacéuticamente aceptable.

4. Polipéptido del Factor VII segun la reivindicacion 2 para el uso en el tratamiento de hemofilia A o B.
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EcoR1 (6101
Promotor temprano
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Terminador SY40 4

EcoRI (4827)

Terminador HGH

" EcoRI (2142)
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Fig. 2
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