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DESCRIPCION
Compuestos de FVlla diméricos y multiméricos.
CAMPO DE LA INVENCION

[0001] La presente invencion se refiere a nuevos compuestos de FVlla, métodos para su sintesis, composiciones
farmacéuticas que comprenden los nuevos compuestos, asi como su uso en el tratamiento de trastornos de la
coagulacion.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

[0002] EI factor de coagulacion Vila (FVlla) es el iniciador clave de la hemostasia. Es una proteina de plasma de 50
kDa con una vida media circulatoria funcional alrededor de 1-3 horas. El zimdgeno, el FVII, es una proteina
monocatenaria que es cataliticamente inactiva y puede ser convertida en el FVlla bicatenario cataliticamente activa
mediante la escision de un enlace peptidico interno de Argisz-lle1ss. EI FVlla se utiliza ampliamente como proteina
terapéutica para el tratamiento de diversos trastornos de la coagulaciéon que pueden ser causados por deficiencias de
factores de coagulacion o inhibidores del factor de coagulaciéon. El FVIla se ha utilizado también para controlar el
sangrado excesivo observado en sujetos con una cascada de coagulacion de sangre que funciona de forma normal. Tal
sangrado puede, por ejemplo, ser causado por una funcién plaquetaria defectuosa, trombocitopenia, enfermedad de von
Willebrand, asi como durante la cirugia y otras formas de dafo tisular.

[0003] Para muchas de las aplicaciones terapéuticas de FVlla es deseable llevar a cabo el tratamiento usando
variantes de FVlla con propiedades mejoradas en relacion con el FVlla nativo. Un area donde las variantes de FVlla con
actividad biolégica mejorada son deseables es el tratamiento de hemorragias no controladas que son parcial o
totalmente refractarias a la terapia con rFVlla convencional debido a la potencia subodptima del FVlla. En la actualidad
las, asi llamadas, variantes del FVIla super activas se pueden dividir en dos clases seguin su modo de accién. Un grupo
abarca variantes con la mejora de la actividad proteolitica resultante de un cambio en el equilibrio conformacional de la
proteina hacia el estado cataliticamente competente, véase, por ejemplo, Persson et al. (2001a), (2001b), (2002), (2004)
y Soejima et al. (2002). El otro grupo es principalmente variantes con dominios GLA optimizados que muestran un
aumento de la afinidad para fosfolipidos aniénicos de membranas (Shah et al. (1998), Nelsestuen et al. (2001) y Harvey
et al. (2003)). Se cree que una unién de fosfolipidos mejorada sirve para localizar y concentrar el FVlla en la membrana
de las plaquetas activadas en el sitio de la lesion vascular fomentando con ello la hemostasia.

[0004] La modificacion covalente, por ejemplo, mediante pegilacion o unién de lipidos, se ha aplicado con éxito en
varios productos farmacéuticos basados en proteinas para mejorar sus perfiles farmacocinéticos y farmacodinamicos.
La conjugacion a través de cisteinas nativas o desarrolladas por ingenieria genética proporciona un atractivo medio de
modificacién especifica del sitio debido a la rareza de este aminoacido en la superficie de las proteinas, en particular
aquellas secretadas por la célula, asi como la alta selectividad de la quimica de acoplamiento de tioles. La falta de tioles
libres en el Factor Vlla nativo ha dado lugar a la propuesta de que la prolongacion de la vida media en circulaciéon podria
lograrse mediante la modificacién, por ejemplo, pegilacion, de cisteinas expuestas a disolvente desarrolladas por
ingenieria genética, véase, por ejemplo, el documento WO 02/077218 A1y WO 01/58935 A2 .

[0005] Por lo tanto, el documento WO 01/58935 A2 divulga conjugados de FVlla con fracciones no polipeptidicas y su
preparacion. En general, se sugiere que la fraccion no polipeptidica estd conjugada con el polipéptido de FVlla a través
de una cisteina. Asimismo, el documento WO 02/077218 A1 divulga conjugados polipéptidos de FVlla con grupos
quimicos y su preparacion. En general, se sugiere que el grupo quimico esta conjugado con el polipéptido de FVlla a
través de una cisteina.

[0006] En la practica, sin embargo, este enfoque no siempre garantiza compuestos de FVlla con la combinacién
optima de perfiles farmacocinéticos y farmacodinamicos, es decir, alta actividad, vida media circulatoria prolongada, etc.

[0007] Por lo tanto, existe una necesidad de compuestos del FVIla mejorados que muestren una alta actividad
especifica, una vida media de plasma prolongada, asi como propiedades fisico-quimicas aceptables en relacién con la
fabricacién, manipulacion y formulacion.

[0008] EI documento WO 03/076461 divulga antagonistas diméricos del factor tisular y su uso en el tratamiento de, por
ejemplo, enfermedades vasculares y enfermedades inflamatorias.

[0009] EI documento SE 9501285A divulga un proceso para la produccion in vitro de proteinas de disulfuro reticulado
bioldgicamente activas y apropiadamente plegadas que utilizan una mezcla de una una proteina disulfuro
oxidorreductasa (p. ej. proteina disulfuro isomerasa (PDI)), una glutarredoxina y un tampdn redox. La referencia se
centra en cisteinas involucradas en enlaces disulfuro intramoleculares.
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RESUMEN DE LA INVENCION

[0010] Con el fin de superar las limitaciones anteriormente mencionadas de los compuestos conocidos del FVlla, la
presente invencion proporciona ahora compuestos diméricos y multiméricos del FVlla que comprenden al menos dos
polipéptidos del FVlla conectados covalentemente de manera que retengan la actividad catalitica intrinseca de los
polipéptidos del FVlla. Tales compuestos de FVlla han mostrado sorprendentemente ser super activos y se cree que
presentan una mayor afinidad por la membrana como resultado del efecto de avidez que surge cuando dos o mas
polipéptidos del FVlla estan unidos covalentemente.

[0011] En un aspecto, la presente invencién proporciona un compuesto del FVlla en el que dos polipéptidos del FVlla
estan conectados covalentemente para formar un compuesto dimero del FVlla. En una forma de realizacién, los
polipéptidos del FVIla estan conectados covalentemente a través de cisteinas desarrolladas por ingenieria genética en
dichos polipéptidos del FVila. En otra forma de realizaciéon, dos polipéptidos idénticos del FVlla estan conectados
covalentemente para formar un compuesto dimero del FVlla.

[0012] En otro aspecto, la presente invencion proporciona un compuesto dimérico o multimérico del FVila que
comprende un enlazador entre los polipéptidos constituyentes de FVlla.

[0013] EI término "retener la actividad catalitica intrinseca" se refiere a la propiedad de que los polipéptidos diméricos o
multiméricos de FVlla tienen sustancialmente la misma actividad peptidolitica que la de los polipéptidos constituyentes
de FVlla, por ejemplo, una concentracién de sitio activo que es al menos un 70 %, preferiblemente al menos un 80 %,
tal y como se mide por el ensayo divulgado en el presente documento.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS
[0014]

Figura 1: Identificacién de los tioles de bajo peso molecular que participan en disulfuros mixtos con FVlla 407C. La
proteina fue incubada en presencia de TCEP y SBD-f para liberar y derivatizar los tioles unidos al Cys407 desarrollado
por ingenieria genética en la preparacion de FVlla 407C. Tioles derivatizados con SBD se separaron mediante HPLC de
fase inversa y se detectaron mediante fluorescencia (longitudes de onda de excitacion y emisién de 386 y 516
nm,respectivamente). Trazas de HPLC de FVlla de tipo salvaje y una serie de compuestos de tiol de bajo peso
molecular (10 pmol de cada uno; norma indicada) se muestran para su comparacion. Los valores maximos marcados
con asterisco surgen de impurezas en la cisteamina comercialmente disponible. Los dos asteriscos indican un valor
maximo de identidad desconocida en la traza de HPLC de FVlla 407C. Los porcentajes sobre cada punto maximo
indican la cantidad de una especie de tiol determinado (identificados a partir de su tiempo de retencion) en relacién con
la cantidad de FVlla 407C analizado. En base a los tiempos de retencion, se puede concluir que los principales tioles
conjugados con FVlla 407C son el glutation, la cisteina y la homocisteina. Abreviaturas: GSH (glutation), y-GC (y-
glutamilcisteina), CG (cisteinilglicina), Cys (cisteina), Hcy (homocisteina) y Cya (cisteamina).

Figura 2: Actividad amidolitica residual de FVlla incubado a pH 7 en presencia de concentraciones variables de
glutation reducido y oxidado (dado por la proporcion [GSH]Z/[GSSG]), 1 uM de levadura glutaredoxina 1 (yGrx1p), y bien
nada (circulos abiertos) o p-aminobenzamidina 25 mM (cuadrados abiertos). Todas las muestras se dejaron equilibrar
durante 3,5 horas a 30 °C antes de medir la actividad amidolitica. Las actividades amidoliticas se normalizan a 1 para
FVlla totalmente activo.

Figura 3: Titulacién redox de disulfuro mixto entre FVlla Cys407 y glutation. El FVlla 407C se dej6 equilibrar en tampén
de pH 7 con proporciones variables de glutation reducido y oxidado (dado por la proporcion [GSH)/[GSSG]) y 10 uM de
E. coli glutaredoxina 2 (Grx2). Después de equilibrar durante 5 horas a 30 °C, se detectd y cuantifico FVlla 407C libre
por HPLC después de la alquilacion con maleimida PEG5K. Las areas de los valores maximos se normalizan a 1 para
FVlla totalmente 5k-pegilado.

Figura 4: Actividad amidolitica residual (lineas punteadas) y la fraccidon de FVlla 407C con un grupo tiol libre de Cys407
(linea continua) en equilibrio en un tampdn redox que consta de GSH 0,5 mM, concentraciones variables de GSSG, y, o
bien ningun (- PABA) o p-aminobenzamidina 25 mM (+ PABA). Las curvas fueron dibujadas usando Eq. 2 y 4, Kox
valores de 93 (-PABA) y 166 mM (+PABA), respectivamente, y a Kscox valor de 1.02. El area sombreada indica el
intervalo de concentracion de GSSG resultante en > 90 % de actividad residual y > 90 % de tiol 407C libre.

Figura 5: Como en la Figura 4 pero con GSH 0.25 mM en su lugar. El area sombreada indica el intervalo de
concentracion de GSSG resultante en > 90 % de actividad residual y > 90 % de tiol FVlla 407C libre.

Figura 6: Como en la Figura 4 pero con GSH 1.0 mM en su lugar. El darea sombreada indica el intervalo de
concentracion de GSSG resultante en > 90 % de actividad residual y > 90 % de tiol FVlla 407C libre.
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Figura 7: Analisis por HPLC de FVlla 407C antes (linea punteada) y después de la reduccion selectiva (linea de rayas
y puntos), y después de la modificacion con PEG20k-maleimida (linea continua). 407C, 407C-SR, y 407C-PEG20k
indican valores maximos que representan tiol conjugado libre de bajo peso molecular y FVIla 407C 20k-pegilado,
respectivamente. Los asteriscos indican valores maximos de identidad desconocida probablemente representando
especies hiper-pegiladas. La integracion de los valores maximos dio 89 % libre de FVlla 407C al final de la etapa de
reduccion frente al 11 % en el material no tratado. Después de la alquilacion de tioles, el 85 % del FVila 407C se
convirtié en la especie de mono-pegilado.

Figura 8: Analisis SDS-PAGE reductor (panel derecho) y no reductor (panel izquierdo) de FVlla 407C (linea A), FVlla
407C- PEG5k (linea B), FVlla 407C-PEG20k (linea C), FVlla 407C-PEG40k (linea D), y FVlla 407C-PEG3.4k-FVlla
407C (linea E).

Figura 9: Analisis SDS-PAGE reductor (panel derecho) y no reductor (panel izquierdo) de FVlla 407C (linea A), FVlla
407C PEG3.4k FVIla-407C (linea B), FVlla 407C-407C PEG20k-FVlla (linea C).

Figura 10: (A) Andlisis SDS-PAGE reductor de FVlla R396C tratado con 2.5 (linea A) o 5.0 mM (linea B) acido
trifenilfosfina-3,3'.3"-trisulfonico (PPhs S3) durante 16,3 hrs a temperatura ambiente y luego marcado con PEG20k-
maleimida. Linea C contiene FVlla sin tratar como referencia. (B) Actividades relativas amidoliticas de FVlla R396C
antes (actividad 100 %)y 16,3 horas después de la incubacion con PPh3 Sa.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

[0015] Como se ha mencionado anteriormente, la presente invencién proporciona compuestos diméricos y
multiméricos deFVlla que comprenden al menos dos polipéptidos de FVlla conectados covalentemente de una forma tal
para mantener la actividad catalitica intrinseca de los polipéptidos de FVII. En una forma de realizacion el compuesto
diméric o multiméric de FVlla tiene una concentraciéon de sitio activo que es al menos 70 %, preferiblemente al menos
80 %, de la concentracion de sitio activo de los polipéptidos constituyentes de FVlla tal y como se mide mediante el
ensayo divulgado en el presente documento (véase Ejemplo 1). En otra forma de realizacion, el compuesto dimérico o
multimérico de FVlla tiene un aumento de la actividad biolédgica en comparacion con la actividad biologica de los
polipéptidos constituyentes de FVlla.

[0016] En un aspecto preferido de la invencién, dos polipéptidos de FVlla estan conectados covalentemente para
formar un compuesto dimero de FVlla. El compuesto dimero de FVlla resultante tiene asi un peso molecular que suele
ser mayor que aprox. 100 kDa.

[0017] En otro aspecto, la invencion proporciona compuestos multiméricos de FVlla que comprende al menos tres
polipéptidos de FVlla conectados covalentemente de una forma tal para mantener la actividad catalitica intrinseca de los
polipéptidos de FVlla.

Polipéptidos de FVlla

[0018] Un numero de diferentes polipéptidos de FVlla puede estar conectado covalentemente para formar
compuestos diméricos o multiméricos de FVlla segun la presente invencion.

[0019] EI término "polipéptido del Factor VII" o "polipéptido de FVII" tal como se utiliza en el presente documento
significa la molécula inactiva de Factor VIl zimégeno monocatenario, asi como variantes de las misma. El Factor VII
zimdégeno monocatenario es un polipéptido que comprende 406 residuos de aminoacidos, 10 de los cuales son residuos
de &cido glutamico y-carboxilado, residuos asparagines N-glicosilados (n.° 145 y n.° 322), y residuos de serina O-
glicosilada en la posicion 52 y 60. Las formas variantes de FVIl abarcan i.a. moléculas en las que uno o mas residuos de
aminoacidos han sido sustituidos, anadidos o eliminados, moléculas con distinto nimero de residuos GLA, moléculas
con un patrén de glicosilacion modificado o incompleto. Ejemplos no limitativos de modificaciones de los residuos de
aminoacidos son amidacion, alquilacion, acilacién y pegilacion.

[0020] EI término "polipéptido del Factor Vlla" o "polipéptido de FVIla" tal como se utiliza en el presente documento
significa la molécula activa de Factor Vlla bicatenario, asi como variantes de la misma. El Factor Vlla bicatenario es un
polipéptido producido a partir de FVII mediante la hidrdlisis del enlace peptidico Argss, -lle1ss de FVII. El FVIlla también
comprende 406 residuos de aminoacidos, 10 de los cuales son residuos de acido glutdmico y-carboxilados, residuos
asparagines N-glicosilados (n.° 145 y n.° 322), y residuos de serina O-glicosilada en la posicion 52 y 60. Las formas
variantes de FVlla abarcan i.a. moléculas en las que uno o mas residuos de aminoacidos han sido sustituidos, afiadidos
o eliminados, moléculas con distinto nimero de residuos GLA, moléculas con un patrén de glicosilacion modificado o
incompleto.

[0021] El término "GLA" tal y como se utiliza en este documento significa acido 4-carboxiglutamico (y-
carboxiglutamato).
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[0022] EI término "polipéptido" tal y como se utiliza en este documento significa un compuesto que comprende al
menos cinco residuos de aminoacidos constituyentes conectados covalentemente por enlaces peptidicos. Los
aminoacidos constituyentes pueden ser del grupo de los aminoacidos codificados por el cédigo genético y pueden ser
aminoacidos naturales que no son codificados por el cddigo genético, asi como aminoacidos sintéticos. Los
aminoacidos naturales que no son codificados por el cédigo genético son por ejemplo, hidroxiprolina, acido y-carboxi-
glutamico, ornitina, phophoserine, D-alanina, acido D-glutamico. Lo aminoacidos sintéticos comprenden los aminoacidos
fabricados por sintesis organica, por ejemplo, D-isémeros de los aminoacidos codificados por el codigo genético y Aib
(acido a-aminoisobutirico), Abu (acido a-aminobutirico), Tle (terc-butilglicina), y B -alanina. Un polipéptido puede
comprender una Unica cadena peptidica o puede comprender mas de una cadena polipeptidica, de tal manera que el
FVIl sea una sola cadena y FVlla sean dos cadenas unidas por enlaces disulfuro.

[0023] EI término "derivado de Factor Vlla " o "derivado de FVIIa", tal y como se utiliza en este documento, tiene la
intencion de designar a un polipéptido FVlla que presenta sustancialmente una actividad biolégica igual o mejor en
relacion con el factor Vlla de tipo salvaje, en el que uno o mas de los aminoacidos acidos del péptido progenitor han
sido modificados genéticamente y/o quimicamente y/o enzimaticamente, por ejemplo, por alquilacion, glicosilacion,
desglicosilacion, pegilacién, acilacion, formacion de éster o formacion de amida o similar. Esto incluye pero no se limita
a Factor Vlla pegilado, Factor Vlla humano cisteina-pegilado y variantes de los mismos.

[0024] EI término "Factor Vlla pegilado” (y similares) significa un polipéptido del Factor Vlla conjugado con una
molécula de PEG. Se ha de entender que la molécula de PEG puede estar unida a cualquier parte del polipéptido de
Factor Vlla incluyendo cualquier residuo de aminoacido o fraccion de carbohidrato del polipéptido del Factor Vlla. El
término "Factor Vlla cisteina-pegilado" significa el polipéptido de Factor Vlla que tiene una molécula de PEG conjugada
a un grupo sulfhidrilo de una cisteina no nativa del polipéptido del Factor Vlla.

[0025] Ejemplos no limitantes de derivados del Factor Vlla incluyen los derivados de FVlla GlicoPegilados como se
divulga en el documento WO 03/31464 vy las solicitudes de patentes estadounidenses US 20040043446, US
20040063911, US 20040142856, US 20040137557, y US 20040132640 (Neose Technologies, Inc.); conjugados de
FVlla como se divulga en el documento WO 01/04287, la solicitud de patente de EE.UU. 20030165996, los documentos
WO 01/58935, WO 03/93465 (Maxygen ApS) y WO 02/02764, solicitud de patente EE.UU. 20030211094 (Universidad
de Minnesota).

[0026] EI término "actividad biolégica mejorada" se refiere a polipéptidos de FVlla con i) sustancialmente la misma o
mayor actividad proteolitica en comparacion con el Factor Vlla humano de tipo salvaje recombinante o ii) a polipéptidos
de FVlla sustancialmente la misma o mayor actividad de unién TF en comparacién con el Factor Vlla humano de tipo
salvaje recombinante o iii) a polipéptidos de FVlla con sustancialmente la misma o mayor vida media en el plasma
sanguineo en comparacion con el Factor VIla humano de tipo salvaje recombinante.

[0027] EI término "Factor Vlla humano pegilado” significa Factor Vlla humano, que tiene una molécula de PEG
conjugada con un polipéptido de Factor Vlla humano. Se ha de entender que la molécula de PEG puede estar unida a
cualquier parte del polipéptido de Factor Vlla incluyendo cualquier residuo de aminoacido o fracciéon de carbohidrato del
polipéptido del Factor Vlla. El término "Factor Vlla humano cisteina-pegilado" significa Factor Vlla humano que tiene
una molécula de PEG conjugada con grupo sulfhidrilo de una cisteina introducida en el Factor VIla humano.

[0028] Los ejemplos no limitantes de variantes del Factor Vlla que tienen sustancialmente la misma o mayor actividad
proteolitica en comparacién con el Factor Vila humano de tipo recombinante incluyen S52A-FVlla, S60A-FVlla (Lino et
al., Arch. Biochem. Biophys. 352: 182-192, 1998); variantes de FVlla que presentan una mayor estabilidad proteolitica
como se divulga en la patente de EE.UU. n.° 5,580,560 ; Factor Vlla que ha sido proteoliticamente escindido entre los
residuos 290 y 291 o entre los residuos 315 y 316 (Mollerup et al., Biotechnol. Bioeng. 48:501-505, 1995); formas
oxidadas del Factor Vlla (Kornfelt et al., Arch. Biochem. Biophys. 363:43-54, 1999); variantes de FVlla como se divulga
en PCT/DK02/00189 (correspondientes a WO 02/077218); y variantes de FVlla que muestran una mayor estabilidad
proteolitica como se divulga en el documento WO 02/38162 (Scripps Research Institute); variantes de FVlla que tienen
un dominio Gla modificado y muestran una mejor unién a membrana como se divulga en los documentos WO 99/20767,
patentes estadounidenses US 6017882 y US 6747003, solicitud de patente estadounidense 20030100506 (Universidad
de Minnesota) y WO 00/66753, solicitud de patente estadounidense US 20010018414, US 2004220106, y US
200131005, patentes estadounidenses US 6762286 y US 6693075 (Universidad de Minnesota); y variantes de FVlla
como se divulga en el documento WO 01/58935, patente estadounidense US 6806063, solicitud de patente
estadounidense 20030096338 (Maxygen ApS), WO 03/93465 (Maxygen ApS), WO 04/029091 (Maxygen ApS), WO
04/083361 (Maxygen ApS), y WO 04/111242 (Maxygen ApS), asi como en WO 04/108763 (Canadian Blood Services).

[0029] Los ejemplos no limitantes de variantes de FVlla que tienen aumento de la actividad biolégica en comparacion
con el FVlla de tipo salvaje incluyen variantes de FVlla tal y como se divulga en el documento WO 01/83725, WO
02/22776, WO 02/077218, PCT/DK02/00635 (correspondiente a WO 03/027147), solicitud de patente danesa PA 2002
01423 (correspondiente a WO 04/029090), solicitud de patente danesa PA 2001 01627 (correspondiente a WO
03/027147); WO 02/38162 (Scripps Research Institute); y variantes de FVlla con una actividad mejorada como se
divulga en el documento JP 2001061479 (Chemo-Sero-Therapeutic Res Inst.).
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[0030] Ejemplos especificos de polipéptidos de Factores Vlla "desarrollads por ingenieria genética" son aquellos
divulgados en el documento WO 02/077218 A1 (Novo Nordisk A/S) y WO 01/58935 A2 (Maxygen ApS) paginas 21-24.

[0031] Particularmente interesantes son los polipéptidos de FVlla en los que se ha introducido un residuo de cisteina.
Los ejemplos de posiciones, en las que los residuos de cisteina se pueden introducir incluyen, pero no se limitan a, las
posiciones en los sitios de degradacion proteolitica 0 en sus proximidades. Asi, en una forma realizacién interesante de
la invencion el residuo(s) de cisteina a introducir, preferiblemente mediante sustitucion, se selecciona de entre el grupo
constituido por I30C, K32C, D33C, A34C, T37C, K38C, W41C, Y44C, S45C, D46C, L141C, E142C, K143C, R144C,
L288C, D289C, R290C, G291C, A292C, S314C, R315C, K316C, V317C, L390C, M391C, R392C, S393C, E394C,
P395C, R396C, P397C, G398C, V399C, L401C, R402C, A403C, P404C y combinaciones de los mismos, en particular
seleccionados del grupo que consiste en K32C, Y44C, K143C, R290C, R315C, K341C, R392C, R396C, R402C y
combinaciones de los mismos. En otra forma de realizacion interesante de la invencion, el residuo(s) de cisteina es / son
introducidos en una posicidon que en el hFVII de tipo salvaje esta ocupada por un residuo de serina o treonina que tiene
al menos 25% de su cadena lateral expuesta a la superficie. Por ejemplo, en el polipéptido del factor VIl se introduce un
residuo de cisteina, preferiblemente por sustitucion, en al menos una posicion seleccionada de entre el grupo constituido
por S12, S23, S43, S45, S52, S53, S60, S67, T83, S103, T106, T108, S111, S119, S126, T128, T130, S147, T185,
S214, S222, S232, T233, T238, T239, T255, T267, T293, T307, S320, T324, S333, S336, T370 y S393. Incluso mas
preferible, el residuo de cisteina se introduce en al menos una posicion de hFVII que contiene un residuo S, siendo la
posicion seleccionada de entre el grupo que consiste en S12, S23, S43, S45, S52, S53, S60, S67, S103, S111, S119,
S126, S147, S214, S222, S232, S320, S333, S336 y S393. En otra forma de realizacién el residuo(s) de cisteina es /
son introducidos en una posicion que en el hFVII de tipo salvaje esta ocupada por un residuo de serina o treonina que
tiene al menos 50 % de su cadena lateral expuesta a la superficie. Por ejemplo, en el polipéptido del factor VIl se
introduce un residuo de cisteina, preferiblemente por sustitucién, en al menos una posicién seleccionada de entre el
grupo constituido por S23, S43, S52, S53, S60, S67, T106, T108, S111, S119, S147, S214, T238, T267 y T293, incluso
mas preferible, una posicion seleccionada de entre el grupo constituido por S23, S43, S52, S53, S60, S67, S111, S119,
S147 y S214. En otra forma de realizacioén, se introduce un residuo de cisteina en al menos una posicion seleccionada
de entre cualquiera de las posiciones anteriormente mencionadas, que no esta situada en una regién de sitio activo.
Preferiblemente, la posicidon es una ocupada por un residuo T o un residuo S. Por ejemplo, el polipéptido del Factor VI
comprende un residuo de cisteina introducido en al menos una posicidn seleccionada de entre el grupo constituido por
S12, S23, S43, S45, S52, S53, S60, S67, T83, S103, T106, T108, S111, S119, S126, T128, T130, S147, T185, S214,
S222, T255, T267, T307, S320, S333, S336, T370 y S393 (que tiene mas del 25% de su cadena lateral expuesta a la
superficie), en particular seleccionada de entre el grupo constituido por S12, S23, S43, S45, S52, S53, S60, S67, S103,
S111, S1 19, S 126, S147, S214, S222, S320, S333, S336 y S393 (ocupado por un residuo S), y, mas preferible, de
entre el grupo constituido por S23, S43, S52, S53, S60, S67, T106, T108, S111, S119, S147, S214 y T267 (que tiene
mas del 50 % de su cadena lateral expuesta a la superficie), en particular de entre el grupo constituido por S23, S43,
S52, S53, S60, S67, S111, S119, S147 y S214 (ocupado por un residuo S). En otra forma de realizacién, se introduce
un residuo de cisteina en al menos una posicion seleccionada de entre cualquiera de las posiciones anteriormente
mencionadas, que no esta situada en una regioén de sitio de union del factor tisular. Preferiblemente, la posicion es una
ocupada por un residuo T o un residuo S. Por ejemplo, el polipéptido del Factor VIl comprende un residuo de cisteina
introducido en al menos una posicion seleccionada de entre el grupo constituido por S12, S23, S45, S52, S53, S67, T83,
S103, T106, T108, S111, S119, S126, T128, T130, S147, T185, S214, S222, S232, T233, T238, T239, T255, T267,
T293, S320, T324, S333, S336, T370 y S393 (que tiene mas del 25% de su cadena lateral expuesta a la superficie), en
particular seleccionada de entre el grupo constituido por S12, S23, S45, S52, S53, S67, S103, S111, S119, S126, S147,
S214, S222, S232, S320, S333, S336 y S393 (ocupado por un residuo S), y, mas preferible, de entre el grupo
constituido por S23, S52, S53, S67, T106, T108, S111, S119, S147, S214, T238, T267 y T293 (que tiene mas del 50 %
de su cadena lateral expuesta a la superficie), en particular de entre el grupo constituido por S23, S52, S53, S67, S111,
S119, S147 y S214 (ocupado por un residuo S). En otra forma de realizacion, se introduce un residuo de cisteina en al
menos una posicion seleccionada de entre cualquiera de las posiciones anteriormente mencionadas, que no esta
situada en una region de sitio de unién del factor tisular ni en una region de sitio activo. Preferiblemente, la posicion es
una ocupada por un residuo T o un residuo S. Por ejemplo, el polipéptido del Factor VIl comprende un residuo de
cisteina introducido en al menos una posicion seleccionada de entre el grupo constituido por S12, S23, S45, S52, S53,
S67, 783, S103, T106, T108, S111, S119, S126, T128, T130, S147, T185, S214, S222, T255, T267, S320, S333, S336,
T370 (que tiene mas del 25% de su cadena lateral expuesta a la superficie), en particular seleccionada de entre el grupo
constituido por S12, S23, S45, S52, S53, S67, S103, S111, S119, S126, S147, S214, S222, S320, S333, S336 y S393
(ocupado por un residuo S), y, mas preferible, de entre el grupo constituido por S23, S52, S53, S67, T106, T108, S111,
S119, S147, S214 y T267 ((que tiene mas del 50 % de su cadena lateral expuesta a la superficie), en particular de entre
el grupo constituido por S23, S52, S53, S67, S111, S119, S147 y S214 (ocupado por un residuo S).

[0032] Otros ejemplos utiles incluyen de polipéptidos del factor Vlla incluyen aquellos en donde un aminoacido en una
posicidn seleccionada de entre 247-260, 393-405 o 406, en particular R396, Q250 o P406, o K157, V158, M298, L305,
D334 S336, K337 o F374 se ha sustituido por una cisteina, o cuando una cisteina se ha introducido en el terminal, por
ejemplo Factor Vlla 407C.

[0033] En una serie de realizaciones preferidas, el polipéptido de FVlla es FVlla 407C, una variante de FVlla 407C,
FVIlla P406C, una variante de FVlla P406C, FVlla R396C, una variante de FVlla R396C, FVlla Q250C o una variante de
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FVlla Q250C.

[0034] En ofra forma de realizacion los polipéptidos de FVlla son variantes de FVIla que tienen dominios GLA
optimizados, por ejemplo, combinaciones de Y4 (insercion), P10Q, K32E, D33F, D33E y A34E.

[0035] En otra forma de realizacion los polipéptidos de FVlla son variantes de FVlla que tienen aumento de la actividad
proteolitica intrinseca, por ejemplo, que comprenden sustituciones seleccionadas de entre el grupo constituido por
M298Q, V158D/E296V/M298Q, V158D/E296V/M298Q/K337A, F374Y/L305V, F374Y/L305V/S314E/K337A,
F374Y/L305V/S314E, F374Y/L305V/K337A, L305V/K337A, V158D/E296V/M298Q/L305V,
V158D/E296V/M298Q/L305V/K337A, V158T/M298Q, E296V/M298Q, V158D/E296V, V158D/M298Q y las variantes
407C de los mismos.

[0036] En otra forma de realizacion el polipéptido de FVlla es una variante de FVlla que comprende sustituciones
seleccionadas de entre el grupo constituido por L305V, L305V/M306D/D309S, L3051, L305T, F374P, V158T/M298Q,
V158D/E296V/M298Q, K337A, M298Q, V158D/M298Q, L305V/K337A, V158D/E296V/M298Q/L305V,
V158D/E296V/M298Q/K337A, V158D/E296V/M298Q/L305V/K337A, K157A, E296V, E296V/M298Q, V158D/E296V,
V158D/M298K, S336G, L305V/K337A, L305V/V158D, L305V/E296V, L305V/M298Q, L305V/V158T,
L305V/K337A/V158T, L305V/K337A/M298Q, L305V/K337A/E296V, L305V/K337A/N158D, L305V/V158D/M298Q,

L305V/V158D/E296V, L305V/V158T/M298Q, L305V/V158T/E296V, L305V/E296V/M298Q,
L305V/V158D/E296V/M298Q, L305V/V158T/E296V/M298Q, L305V/V158T/K337A/M298Q,
L305V/V158T/E296V/K337A, L305V/V158D/K337A/M298Q, L305V/V158D/E296V/K337A,

L305V/V158D/E296V/M298Q/K337A, L305V/V158T/E296V/M298Q/K337A, S314E/K316H, S314E/K316Q,
S314E/L305V, S314E/K337A, S314E/V158D, S314E/E296V, S314E/M298Q, S314E/V158T, K316H/L305V,
K316H/K337A, K316H/V158D, K316H/E296V, K316H/M298Q, K316H/V158T, K316Q/L305V, K316Q/K337A,
K316Q/VI58D, K316Q/E296V, K316Q/M29SQ, K316Q/\V158T, S314E/L305V/K337A, S314E/L305V/V158D,
S314E/L305V/E296V, S314E/L305V/M298Q, S314E/L305V/V158T, S314E/L305V/K337A/N158T,
S314E/L305V/K337A/M298Q, S314E/L305V/K337A/E296V, S314E/L305V/K337A/N158D, S314E/L305V/V158D/M298Q,
S314E/L305V/V158D/E296V, S314E/L305V/V158T/M298Q, S314E/L305V/V158T/E296V, S314E/L305V/E296V/M298Q,
S314E/L305V/V158D/E296V/M298Q, S314E/L305V/V158T/E296V/M298Q, S314E/L305V/V158T/K337A/M298Q,
S314E/L305V/V158T/E296V/K337A, S314E/L305V/V158D/K337A/M298Q, S314E/L305V/V158D/E296V/K337A,
S314E/L305V/VI58D/E296V/M298Q/K337A, S314E/L305V/VI5S8T/E296V/M298Q/K337A, K316H/L305V/K337A,

K316H/L305V/V158D, K316H/L305V/E296V, K316H/L305V/M298Q, K316H/L305V/V158T,
K316H/L305V/K337A/N158T,K316H/L305V/K337A/M298Q, K316H/L305V/K337A/E296V, K316H/L305V/K337A/N 158D,
K316H/L305V/V158D/M298Q, K316H/L305V/V158D/E296V, K316H/L305V/V158T/M298Q,
K316H/L305V/V158T/E296V, K316H/L305V/E296V/M298Q, K316H/L305V/V158D/E296V/M298Q,
K316H/L305V/V158T/E296V/M298Q, K316H/L305V/V158T/K337A/M298Q, K316H/L305V/V158T/E296V/K337A,
K316H/L305V/V158D/K337A/M298Q, K316H/L305V/V158D/E296V/K337A,

K316H/L305V/V158D/E296V/M298Q/K337A, K316H/L305V/V158T/E296V/M298Q/K337A, K316Q/L305V/K337A,
K316Q/L305V/VI58D, K316Q/L305V/E296V, K316Q/L305V/M298Q, K316Q/L305V/V158T, K316Q/L305V/K337A/NV158T,

K316Q/L305V/K337A/M298Q, K316Q/L305V/K337A/E296V, K316Q/L305V/K337A/V158D,
K316Q/L305V/VI5SD/M298Q, K316Q/L305V/V158D/E296V, K316Q/L305V/V158T/M298Q,
K316Q/L305V/V158T/E296V, K316Q/L305V/E296V/M298Q, K316Q/L305V/V158D/E296V/M298Q,

K316Q/L305V/V158T/E296V/M298Q, K316Q/L305V/V158T/K337A/M298Q, K316Q/L305V/V158T/E296V/K337A,
K316Q/L305V/V158D/K337A/M298Q, K316Q/L305V/VI58D/E296V/K337A, K316Q/L305V/V158D/E296V/M298Q/K337A,
K316Q/L305V/V158T/E296V/M298Q/K337A, y las variantes 407C de los mismos.

[0037] En aun otra forma de realizacion, los polipéptidos FVlla son pegilados. Se ha de entender que la pegilacion se
puede realizar antes de la formacién del compuesto dimero o multimérico de FVlla, o se puede llevar a cabo después de
la formacién del compuesto dimero o multimérico de FVlla.

[0038] En otra forma de realizacién, el compuesto de FVlla es un dimero que contiene dos polipéptidos de FVlla. En
aun otra forma de realizacion, el compuesto de FVlla es un trimero que contiene tres polipéptidos de FVlla. En aln otra
forma de realizacion, el compuesto de FVlla es un tetramero que contiene cuatro polipéptidos de FVlla.

Compuestos diméricos y multiméricos de FVlla

[0039] Una variedad de quimicas de acoplamiento pueden ser utilizadas para producir los compuestos diméricos o
multiméricos de FVlla que pueden abarcar opcionalmente una fraccién enlazadora.

[0040] En una forma de realizacion preferida, los polipéptidos de FVlla conectados covalentemente para formar los
compuestos diméricos o multiméricos de FVlla son polipéptidos de FVlla idénticos. En otra forma de realizacion, los
polipéptidos de FVlla conectados covalentemente para formar los compuestos diméricos o multiméricos de FVlla son
dos polipéptidos de FVlla diferentes.
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[0041] En una forma de realizacion particularmente preferida, los compuestos diméricos o multiméricos de FVlla
comprenden al menos dos polipéptidos de FVlla que estan conectados covalentemente a través de cisteinas
desarrolladas por ingenieria genética en dichos polipéptidos de FVlla. Para la sintesis de tales compuestos diméricos o
multiméricos de FVlla que comprenden polipéptidos de FVlla conectados a través de cisteinas, el método divulgado a
continuacion para producir selectivamente polipéptidos de FVII reducidos es util. En otra forma de realizacion, los
compuestos diméricos o multiméricos de FVlla segun la invencion comprenden un enlazador entre los polipéptidos de
FVlla constituyentes. Una clase de tales enlazadores son los enlazadores que tienen la estructura que resulta de una
reaccion que implica un PEG reactivo con cisteina bivalente. Uno de tales enlazadores preferidos tiene la estructura que
resulta de una reaccion que implica maleimida-PEG-maleimida, por ejemplo, maleimida-PEG2kD-maleimida, maleimida-
PEG3.4kD-maleimida, maleimida-PEG5kD-maleimida, maleimida-PEG10kD-maleimida, y maleimida-PEG20kD-
maleimida. En otra forma de realizacion, dicho enlazador comprende una secuencia de aminoacidos.

[0042] En aun otra forma de realizacion, los compuestos diméricos o multiméricos de FVlla segun la invencion
comprenden polipéptidos de FVlla que estan conectados covalentemente a través de aminas libres.

[0043] En aun otra forma de realizacién, los compuestos diméricos o multiméricos FVlla segun la invencion
comprenden polipéptidos de FVlla que estan conectados covalentemente a través de glicanos naturales o de
desarrollado por ingenieria genética unidos a dichos polipéptidos de FVlla.

[0044] En aun otra forma de realizacion, los compuestos diméricos o multiméricos de FVlla segun la invencion
comprenden al menos dos polipéptidos de FVlla que estan conectados covalentemente a través de una estructura
quimica resultante de una reaccién de acoplamiento catalizada por enzimas, por ejemplo, mediante transglutaminasa o
sortasa.

[0045] En la situacidon en la que los compuestos diméricos o multiméricos comprenden polipéptidos de FVlla
conectados covalentemente a través de cisteinas desarrolladas por ingenieria genética, se seleccionan polipéptidos de
FVlla preferidos de entre FVlla 407C, una variante de FVlla 407C, FVlla P406C, una variante de FVlla P406C, FVlla
R396C, una variante de FVIla R396C, FVIla Q250C y una variante de FVlla Q250C.

[0046] También dentro del alcance de la presente invencion se encuentran los conjugados entre los compuestos
diméricos o multiméricos de FVlla y un grupo transportador, tales como albumina de suero humano o una variante de la
mismo, una fraccion de PEG, una fraccion lipofila, etc.

[0047] En general, se prefiere preparar un compuesto dimérico o multimérico de FVlla segun la invencién mediante un
método que comprende los pasos:

a) sintesis) y purificacion de dichos polipéptidos de FVlla;
b) sintesis de dicho compuesto por acoplamiento de dichos polipéptidos de FViIla;
c) aislamiento de dicho compuesto dimérico o multimérico de FVlla.

[0048] Cuando se emplea la quimica de acoplamiento de cisteina se prefiere preparar un compuesto dimérico o
multimérico de FVlla segun la invencion mediante un método que comprende los pasos:

a) sintesis) y purificacion de dichos polipéptidos de FVlla;
b) reduccion selectiva del residuo de cisteina en los polipéptidos de FVlla que van a ser enlazados;

c) sintesis de dicho compuesto dimérico o multimérico de FVIla mediante el acoplamiento de dichos polipéptidos de
FVIlla con residuos de cisteina reducidos en presencia de un enlazador activado;

d) aislamiento de dicho compuesto dimérico o multimérico de FVlla.

[0049] En una forma de realizacion preferida del método, el paso b) comprende la reduccién selectiva del residuo de
cisteina en el polipéptido de FVIla mediante la reacciéon con un tampén redox o un agente reductor de triarilfosfina
(véase la seccidn a continuacion sobre la reduccion selectiva).

Reduccién selectiva de una cisteina no nativa de monémero de FVilla.

[0050] Como se ha mencionado anteriormente, cuando el compuesto dimérico o multimérico de FVlla es para ser
sintetizado a partir de las moléculas de FVlla o moléculas de FVII a través de cisteinas no nativas, puede ser necesario
reducir selectivamente las cisteinas no nativas en los polipéptidos de FVII o FVlla antes del acoplamiento. Los
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polipéptidos de FVII y FVlla comprenden tipicamente una o mas fracciones de cisteina conjugados a través de un
puente disulfuro a un tiol de bajo peso molecular (RS-Cys), sin estar dicha fraccién/fracciones implicadas en los puentes
S-S intramoleculares (Cys-S-S-Cys) cuando el polipéptido de FVlla esta en su forma activa.

Reduccién selectiva usando tampén redox.

[0051] Un método para la reduccion selectiva comprende el paso de permitir que el polipéptido de FVIIA tiol-
conjugado de bajo peso molecular reaccione con una mezcla que comprende un tampén redox.

[0052] Cuando se usa en este documento, el término "tampon redox" tiene la intencion de significar un par redox
tiol/disulfuro en una proporciéon que se reduce lo suficiente para afectar al polipéptidode FVII o FVlla de bajo peso
molecular mezcla de disulfuro tiol(es) (RS-Cys) y al mismo tiempo suficientemente oxidante para preservar la integridad
de los enlaces disulfuro nativos en el polipéptido FVlla.

[0053] Preferiblemente, el tampén redox comprende un par redox de tiol/disulfuro de bajo peso molecular. Por el
término "de bajo peso molecular" se entiende que la forma tiol del par redox tiene un peso molecular de a lo sumo 500
g/mol. Ejemplos ilustrativos de tales pares redox son los seleccionados a partir de (i) glutation reducido y oxidado vy (ii) y-
glutamilcisteina reducida y oxidada, (iii) cisteinilglicina reducida y oxidada, (iv) cisteina reducida y oxidada, (v) N-
acetilcisteina reducida y oxidada, (vi) cisteamina, y (vii) dihidrolipoamida/lipoamida, preferiblemente de (i) glutation
reducido y oxidado.

[0054] Las condiciones redox 6ptimas se pueden determinar mediante la realizacion de una valoracion redox de la
proteina como es sabido por la persona experta en la técnica y como se demuestra en las Figuras 2, 3, y 4; véase
también Gilbert (1995).

[0055] En una forma de realizacion, el tampoén redox es un par redox de glutation reducido y oxidado, y la
concentracion del glutation reducido esta en el intervalo de 0-100 mM, y la proporcién entre glutatién reducido y glutation
oxidado esta en el intervalo de 2-200.

[0056] En otra forma de realizacion, el tampoén redox es un par redox de glutation reducido y oxidado, y la
concentracion del glutation reducido esta en el intervalo de 0-100 mM, por ejemplo, 0,01-50 mM, y la concentracién del
glutation oxidado esta en el intervalo de 0-5 mM, por ejemplo 0,001-5 mM. Para los polipéptidos del Factor VII, la
concentracion del glutation reducido estd preferiblemente en el intervalo de 0-5 mM, por ejemplo 0,01-2 mM, y la
concentracion del glutation oxidado esta en el intervalo de 0,001-2 mM, por ejemplo 0,001-0,200 mM.

[0057] Dado que el glutation y otros tioles de bajo peso molecular son generalmente pobres reductores/-oxidantes en
términos de cinética de reaccion, un catalizador redox tiol/disulfuro se incluye mas preferiblemente en la mezcla en
conjuncion con el tampdn redox con el fin de aumentar la velocidad de la reaccion.

[0058] Catalizadores redox tiol/disulfuro adecuados para ser incluidos en la mezcla incluyen glutaredoxinas tipo ditiol y
de tipo monotiol. Las glutaredoxinas y sus funciones se describen de forma general en Fernandes et al. (2004).
Ejemplos utiles de glutaredoxinas son las seleccionadas de Grx1, Grx2 or Grx3 de Escherichia coli (Holmgren et al.,
1995), Grx1p, Grx2p, Grx3p, Grx4p, y Grx5p de Saccharomyces cerevisiae (Luikenhuis et al. 1998; Rodriguez-
Manzaneque et al., 1999; Grant, 2001), Grx1 y Grx2 de Homo sapiens (Padilla et al. 1995; Lundberg et al., 2001), y
variantes de las mismas. Las variantes incluyen, pero no se limitan a, glutaredoxinas de tipo ditiol en las que la cisteina
C-terminal en el motivo CXXC ha sido sustituida por otro aminoacido tipicamente serina (véase Yang et al., 1998).

[0059] EI catalizador redox (en particular, una glutarredoxina) se utiliza preferiblemente en una concentraciéon de 0,001-
20 pM.

[0060] Se prefiere que la mezcla no comprenda una proteina disulfuro isomerasa (PDI).

[0061] EI tampdn redox puede comprender ademas otros componentes tales como sales, tampones de pH, etc, y el
método de la invencién puede llevarse a cabo a cualquier temperatura que sea adecuada para la proteina de FVlla en
cuestion, por ejemplo, una temperatura en el intervalo de -5 °C a 50 °C, tal como en el intervalo de 0 °C a 25 °C, por
supuesto, depende de la estabilidad de la proteina en las condiciones dadas.

Reduccién selectiva usando un agente reductor de triarilfosfina.

[0062] Otro método para la reduccién selectiva comprende el paso de permitir que la proteina de FVIIA tiol-conjugado
de bajo peso molecular reaccione con un agente reductor de friarilfosfina.

[0063] EI término "agente reductor de triarilfosfina" tiene la intenciéon de significar una triarilfosfina opcionalmente
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sustituida con uno o mas sustituyentes.

[0064] Los grupos arilo del agente reductor de ftriarilfosfina se seleccionan preferentemente de entre fenilo, naftilo,
1,2,3,4-tetrahidronatftilo, antracilo, phenanthracyl, pirenilo, benzopyrenyl, fluorenilo y xantenilo, en particular fenilo, y en
formas de realizacion seleccionadas, los grupos arilo son preferiblemente idénticos. En la realizacion actualmente mas
interesante, los tres grupos arilo son fenilo. Ejemplos de sustituyentes, que pueden estar presentes en los grupos arilo,
en particular los grupos fenilo, son tipicamente aquellos seleccionados entre acido sulfénico, acido carboxilico, C1.6 -
alquilo, C4 -alcoxi, y C1.6 -alcoxi-C16 -alquilo, o Cs. -alquileno (que representa un anillo con dos atomos de carbono
arilo vecinos) o Cy. -alquilenoxi (que representa un anillo con dos atomos de carbono arilo vecinos) or C4 -alquileno-
oxi-C1.4 -alquileno (que representa un anillo con dos atomos de carbono arilo vecinos).

[0065] En una forma de realizacion, al menos un arilo (por ejemplo fenilo) tiene al menos un sustituyente seleccionado
entre acido sulfénico y acido carboxilico, en particular acido sulfénico; dicho sustituyente esta dispuesto preferiblemente
en la posicion meta con respecto al enlace al atomo de fésforo.

[0066] Preferiblemente, todos los tres grupos arilo tienen un sustituyente de acido sulfénico, por ejemplo, todos los tres
grupos arilo tienen un sustituyente de acido sulfénico y al menos un sustituyente adicional, en particular al menos un
sustituyente en la posicion para con respecto al enlace al atomo de fosforo, en particular un sustituyente de oxigeno en
esta posicion para.

[0067] Actualmente se cree que los grupos arilo de los agentes reductores preferidos no tienen ningun sustituyente en
la posicion orto con respecto al enlace al atomo de foésforo.

[0068] EI término "C16 -alquilo" pretende abarcar residuos de hidrocarburos saturados lineales o ramificados que
tienen 1-6 atomos de carbono. Ejemplos particulares son metilo, etilo, n-propilo, isopropilo, n-butilo, isobutilo, sec-butilo,
terc-butilo, n-pentilo, isopentilo, n-hexilo, etc. Asimismo, el término "C44 -alquilo." abarca residuos de hidrocarburos
saturados lineales o ramificados que tienen 1-4 atomos de carbono. Los términos "C1. -alquileno”, "C.. -alquileno”,
etc.representan los birradicales correspondientes a "C1 -alquilo”, "Cz.6 -alquilo”, respectivamente.

[0069] Los agentes reductores de triarilfosfina adecuados son aquellos que tienen un equilibrio util entre el potencial de
reduccion y el impedimento estérico. La naturaleza quimica del agente reductor de triarilfosfina esta dictada por su
capacidad para escindir la proteina de peso molecular bajo-disulfuro mixto tiol (RS-Cys) preservando al mismo tiempo la
integridad de los enlaces disulfuro nativos en la proteina. Actualmente compuestos muy interesantes son los acidos
trisulfénico de triarilfosfina, como acido trifenilfosfina-3,3'.3"-trisulfénico y analogos de los mismos. Ejemplos ilustrativos
en el presente documento son agentes reductores de triarilfosfina seleccionados de acido ftrifenilfosfina-3,3'.3"-
trisulfénico y analogos de los mismos, por ejemplo, uno de los seleccionados de los compuestos 9-11 a continuacion:

R R
0 o

\ 7
s p S Q P 9 o

HO™ % o o HO” DY f o"S‘OH Ho’S\\O 1 O,,s ~OH
5
OR © o ©
.R.=H, Me, Et, Pr, 2-Pr, Bu,__ - e R=Me, Et,Pr, 2-Pr, Bu.. . I
MeQ, EtO, PrO, 2-PrO, BuO.
9

[0070] EIl agente reductor de triarilfosfina se utiliza preferiblemente en una concentraciéon de 0,001-100 mM, tal como
0,01-50 mM o 0,1-25 mM.

[0071] En una forma de realizacion interesante, el agente reductor de triarilfosfina se inmoviliza a un soporte sdlido.
Esto facilitara la facil separacion del agente reductor de la proteina. En general, el agente reductor de triarilfosfina, tal
como el compuestos 9-11, puede ser inmovilizado por medios conocidos por la persona experta en la técnica, por
ejemplo, mediante la introducciéon de un grupo de enlace en uno de los grupos arilo. El reactivo de triarilfosfina 12 es un
ejemplo de una variante de enlazable 1.
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[0072] La reaccion se lleva a cabo tipicamente a una temperatura en el intervalo de -40 °C, tal como a temperatura
ambiente, durante un periodo de entre 5 segundos y varios dias, como puede ser el caso. La reaccion puede ser
seguida por HPLC con el fin de confirmar la conversién. El disolvente es preferiblemente un tampdén acuoso, que incluye
opcionalmente codisolventes tales como DMSO o DMF. El disolvente también puede comprender sales, por ejemplo,
sales de calcio.

[0073] En una variante, el agente reductor de triarilfosfina se utiliza en combinacién con un inhibidor de la proteina,por
ejemplo un inhibidor de bolsa S de sitio activo, véase mas adelante.

[0074] En una forma de realizacion actualmente preferida, el método para la reduccion selectiva de un polipéptido de
FVIl o FVlla que comprende una o mas fracciones de cisteina conjugadas a través de un puente disulfuro a un tiol de
bajo peso molecular (RS-Cys), dicha fraccién/fracciones no estan involucradas en puentes intramoleculares S-S (Cys-S-
S-Cys) cuando el polipéptido FVlla esta en su forma activa, comprendiendo el método el paso de permitir que el
polipéptido de FVII o FVlla tiol-conjugado de bajo peso molecular reaccione con una mezcla que comprende glutation
reducido y oxidado y una glutarredoxina, y el paso simultaneo y/o posterior de conjugar con un grupo quimico al menos
uno de las fracciones de cisteina reducida selectivamente (HS-Cys).

[0075] En otra forma de realizacion actualmente preferida, el método para la reduccion selectiva de un polipéptido de
FVIl o FVlla que comprende una o mas fracciones de cisteina conjugadas a través de un puente disulfuro a un tiol de
bajo peso molecular (RS-Cys), sin estar dicha fraccién/fracciones involucradas en puentes intramoleculares S-S (Cys-S-
S-Cys) cuando el polipéptido de FVlla se encuentra en su forma activa, comprendiendo el método el paso de permitir
que el polipéptido de FVlla tiol-conjugado de bajo peso molecular reaccione con una mezcla que comprende un
compuesto de acido triarilfosfina-3,3', 3"-trisulfénico y un inhibidor de bolsa de sitio activo S1, y el paso simultaneo y/o
posterior conjugar con un grupo quimico al menos una de las fracciones de cisteina (HS-Cys) reducida selectivamente.

El polipéptido de FVlla

[0076] Se cree que la estrategia de reduccion selectiva utilizando un tampén redox como se describe anteriormente es

aplicable generalmente a polipéptidos de FVII o FVlla desarrollados por ingenieria genética que comprenden al menos
una cisteina no nativa, en particular, tales proteinas que tienen cisteinas desarrolladas por ingenieria genética que no
estan implicadas en puentes intramoleculares S-S (Cys-S-S-Cys) cuando la proteina se encuentra en su forma activa, y
por lo tanto estando potencialmente en forma tiol-conjugada de bajo peso molecular (RS-Cys).

[0077] EI término "forma tiol-conjugada (RS-Cys) de bajo peso molecular" y términos similares tienen la intencion de
significar que un grupo tiol de una cisteina del polipéptido de FVlla en cuestién esta conjugado con un compuesto que
tiene un grupo tiol, donde dicho compuesto tiene un peso molecular de menos de 500 Da. Ejemplos de tales
compuestos son glutation, gamma-glutamilcisteina, cisteinilglicina, cisteina, homocisteina, N-acetilcisteina, cisteamina,
etc.

[0078] EIl término "forma activa" se refiere a la forma (o formas) de la proteina en la que es capaz de realizar una
accion deseable, por ejemplo, como catalizador (enzima), zimégeno, o como un cofactor, etc. A la "forma activa" se
hace referencia a veces como la "forma plegada correctamente”.

[0079] En una forma de realizacion interesante, una parte sustancial del polipéptido de FVlla (es decir, al menos el
50%) se encuentra en su forma activa cuando se lleva a cabo la reacciéon de reduccion selectiva.

[0080] El polipéptido de FVlla es generalmente un polipéptido "desarrollado por ingenieria genética" que en
comparacion con el FVlla nativo incluye al menos una cisteina no nativa. Tales polipéptidos "desarrollados por
ingenieria genética" se preparan preferiblemente mediante técnicas recombinantes, como sera evidente para la persona
experta en la técnica, véase también los documentos WO 02/077218 A1 y WO 01/58935 A2 .
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Inhibidor de la proteina.

[0081] En una forma de realizacion interesante, la mezcla comprende ademas un inhibidor del polipéptido de FVlla.
Mediante la inclusion de un inhibidor en la mezcla, se cree que la conformacion de la proteina es algo estabilizada
mediante lo cual los enlaces disulfuro intramoleculares tienen una menor tendencia a ser reducidos por el tampoén redox.
Preferiblemente, el inhibidor de la proteina es un inhibidor del sitio activo.

[0082] En el caso de un polipéptido de FVlla, la presencia de un inhibidor del sitio activo que se extiende en la bolsa de
uniéon S1 puede ser necesaria durante la reaccion de reduccion selectiva para proteger de la reduccion los enlaces
disulfuro internos en la region del sitio activo. Inhibidores utiles para este propésito incluyen benzamidinas, tales como 4-
aminobenzamidina, argininas, y otros analogos mas potentes, véase, por ejemplo, los divulgados en el documento WO
05/016365 A3 aquellos divulgados por Aventis in el documento EP 1162 194 A1, cf. en particular aquellos definidos en
las reivindicaciones 1-6 y en las secciones [0009]-[0052], y en el documento EP 1 270 551 A1, cf. en particular las
reivindicaciones 1y 2 y las secciones [0010]-[0032].

Conjugados

[0083] Un propdsito importante de los métodos de reduccién selectiva descritos anteriormente es para liberar un grupo
de cisteina que se puede utilizar para la unién (conjugacién) de un grupo quimico, por ejemplo, una fraccién no
polipeptidica.

[0084] Por lo tanto, en una forma de realizacion importante, el método comprende ademas el paso simultaneo y/o
posterior de conjugar al menos una de la fraccion/fracciones de cisteina (HS-Cys) reducida selectivamente con un grupo
quimico.

[0085] Se debe entender que la conjugacion de las al menos una fraccion de cisteina reducida selectivamente con un
grupo quimico puede llevarse a cabo simultaneamente, es decir, mediante la adiciéon de uno o mas reactivos que
conducen a la conjugacion a la mezcla que comprende el tampdn redox, o en un paso subsiguiente, por ejemplo,
después de la purificacion y/o aislamiento de la proteina reducida selectivamente.

[0086] También debe entenderse que la conjugacion puede llevarse a cabo en un polipéptido de FVlla antes de la
sintesis del compuesto dimérica o polimérico de FVlla, o puede llevarse a cabo después de que el compuesto dimérico
o polimérico de FVlla haya sido sintetizado.

[0087] En una forma de realizacién, el grupo quimico es un grupo transportador, es decir, un grupo que, en el
momento de la conjugacion a los polipéptidos de FVIla aumenta la vida media en circulacion de dicho polipéptido de
FVlla, en comparacién con el polipéptido no modificado. El principio especifico detras del efecto retardador puede ser
causado por el aumento de tamaiio, el blindaje de secuencias de péptidos que pueden ser reconocidos por peptidasas o
anticuerpos, o enmascaramiento de glicanos de tal manera que no sean reconocidos por los receptores especificos de
glicano presentes en, por ejemplo, el higado o en los macréfagos, previniendo o disminuyendo el aclaramiento. El efecto
retardador del grupo transportador puede tambien, por ejemplo, ser causada por la unién a componentes de la sangre
tales como la albumina, o la adhesion no especifica a tejido vascular. La glicoproteina conjugada deberia preservar
sustancialmente su actividad biolégica.

[0088] En una forma de realizacién de la invencion, el grupo transportador se selecciona del grupo que consiste en:

(a) Un radical molecular organico cargado (15-1.000 Da), que puede contener uno o mas acidos carboxilicos, aminas,
acidos sulfénicos, tetrazoles, acilsulfonamidas, acidos fosfénicos, o una combinacién de los mismos.

(b) Una molécula hidréfila neutra de bajo peso molecular (15-1.000 Da), tal como ciclodextrina, o una cadena de
polietileno que puede opcionalmente ramificado.

( ¢) Una molécula hidrofébica de bajo peso molecular (15-1.000 Da) tal como un acido graso o acido coélico o derivados
de los mismos.

(d) Polietilenglicol con un peso molecular medio de 2.000-60.000 Da.

(e) Un polimero de precision bien definido tal como un dendrimero con una masa molecular exacta que van desde los
700 a 20.000 Da, o mas preferible entre 700-10.000 Da.

(f) Un polipéptido sustancialmente no inmunogénico tal como albumina o un anticuerpo o parte de un anticuerpo que
contiene opcionalmente un dominio Fc.
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(g) Un polimero organico de alto peso molecular tal como dextrano.

[0089] En ofra forma de realizacion de la invencion, el grupo transportador se selecciona del grupo que consiste en
dendrimeros, 6xido de polialquileno (PAO), incluyendo polialquilenglicol (PAG), tal como polietilenglicol (PEG) y
polipropilenglicol (PPG), PEG ramificados, alcohol polivinilico (PVA), policarboxilato, poli-vinilpirrolidona, polietileno-co-
anhidrido de acido maleico, poliestireno-co-anhidrido de acido maleico, y dextrano, incluyendo carboximetil-dextrano. En
una forma de realizacion particularmente interesante de la invencion, el grupo transportador es un grupo PEG.

[0090] EI término "polimero ramificado”, o indistintamente "polimero dendritico", "dendrimero" o "estructura dendritica"
significa un polimero organico montado a partir de una seleccion de bloques de construccion de mondémeros, de los
cuales algunos contienen ramificaciones.

[0091] En una forma de realizacion de la invencion, el grupo transportador es uno seleccionado de entre el grupo que
consiste en proteina de suero de unién a ligandos, tales como compuestos que se unen a la albumina, como los acidos
grasos, el acido graso C5-C24, diacido alifatico (por ejemplo C5-C24). Otros ejemplos de grupos transportadores
incluyen pequefias moléculas organicas que contienen fracciones que en condiciones fisioldgicas alteran las
propiedades de carga, tales como acidos carboxilicos o aminas, o sustituyentes neutros que impiden el reconocimiento
especifico de glicanos tales como sustituyentes alquilo mas pequefios (por ejemplo, alquilo C1-C5). En una forma de
realizacién de la invencion el grupo transportador es albumina.

[0092] En una forma de realizacion, el grupo quimico es un no polipéptido.

[0093] En una forma de realizacion interesante, el grupo quimico es un polietilenglicol (PEG), en particular uno que
tiene un peso molecular medio en el intervalo de 500-100.000, tales como 1.000-75.000, o 2.000-60.000.

[0094] La conjugacion se puede llevar a cabo como se divulga en los documentos WO 02/077218 A1 y WO 01/58935
A2,

[0095] Particularmente interesante es el uso de PEG como un grupo quimico para la conjugacion con la proteina. El
término "polietilenglicol" o "PEG" se refiere a un compuesto de polietilenglicol o un derivado del mismo, con o sin
agentes de acoplamiento, fracciones de acoplamiento o activacion (por ejemplo, con tiol, triflato, tresilato, azirdine,
oxirano, piridilditio, vinilsulfona, o preferiblemente con una fraccion de maleimida). Los compuestos tales como
maleimido monometoxi PEG son ejemplares de compuestos de PEG activados de la invencion.

[0096] EI PEG es una molécula de polimero adecuado, ya que sélo tiene unos pocos grupos reactivos capaces de
reticulacion en comparacion con polisacaridos tales como el dextrano. En particular, PEG monofuncionales, por ejemplo,
metoxipolietilenglicol (NPEG), es de interés ya que su quimica de acoplamiento es relativamente simple (s6lo un grupo
reactivo esta disponible para la conjugacion con grupos de union en el polipéptido de FVlla). Por consiguiente, el riesgo
de reticulacion se elimina, los conjugados de polipéptidos de FVlla resultantes son mas homogéneos y la reaccion de
las moléculas de polimero con el polipéptido FVlla es mas facil de controlar.

[0097] Para efectuar la unién covalente de la molécula(s) de polimero con el polipéptido FVlla, los grupos terminales
hidroxilo de la molécula de polimero se proporcionan en forma activada, es decir, con grupos funcionales reactivos.
Moléculas poliméricas activadas adecuadas estan disponibles comercialmente, por ejemplo, de Shearwater Corp.,
Huntsville, Ala., EE.UU., o de PolyMASC Pharmaceuticals plc, UK. Alternativamente, las moléculas de polimero pueden
ser activadas por métodos convencionales conocidos en la técnica, por ejemplo, como se divulga en el documento WO
90/13540. Los ejemplos especificos de moléculas poliméricas activadas lineales o ramificadas para su uso en la
presente invencion se describen en los catalogos de Shearwater Corp. de 1997 y 2000 (Functionalized Biocompatible
Polymers for Research and pharmaceuticals, Polyethylene Glycol and Derivatives, incorporados aqui por referencia).
Ejemplos especificos de polimeros PEG activados incluyen los siguientes PEG lineales: NHS-PEG (por ejemplo SPA-
PEG, SSPA-PEG, SBA-PEG, SS-PEG, SSA-PEG, SC-PEG, SG-PEG, y SCM-PEG), y NOR-PEG), BTC-PEG, EPOX-
PEG, NCO-PEG, NPC-PEG, CDI-PEG, ALD-PEG, TRES-PEG, VS-PEG, IODO-PEG, y MAL-PEG, y PEG ramificados
tales como PEG2- NHS y aquellos divulgados en U.S. Pat. No. 5,932,462 y U.S. Pat. No. 5,643,575, los cuales se
incorporan ambos aqui por referencia. Ademas, las siguientes publicaciones, incorporadas en este documento por
referencia, divulgan moléculas de polimero utiles y/o quimicas de pegilacion: EE.UU.. Pat. No. 5,824,778, U.S. Pat. No.
5,476,653, WO 97/32607, EP 229,108, EP 402,378, U.S. Pat. No. 4,902,502, U.S. Pat. No. 5,281,698, U.S. Pat. No.
5,122,614, U.S. Pat. No. 5,219,564, WO 92/16555, WO 94/04193, WO 94/14758, WO 94/17039, WO 94/18247, WO
94/28024, WO 95/00162, WO 95/11924, WO 95/13090, WO 95/33490, WO 96/00080, WO 97/18832, WO 98/41562, WO
98/48837, WO 99/32134, WO 99/32139, WO 99/32140, WO 96/40791, WO 98/32466, WO 95/06058, EP 439 508, WO
97/03106, WO 96/21469, WO 95/13312, EP 921 131, U.S. Pat. No. 5,736,625, WO 98/05363, EP 809 996, U.S. Pat. No.
5,629,384, WO 96/41813, WO 96/07670, U.S. Pat. No. 5,473,034, U.S. Pat. No. 5,516,673, EP 605 963, U.S. Pat. No.
5,382,657, EP 510 356, EP 400 472, EP 183 503y EP 154 316 .

[0098] La conjugacion del polipéptido FVlla y las moléculas de polimero activadas se lleva a cabo mediante el uso de
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cualquier método convencional, por ejemplo, como se describe en las siguientes referencias (que también describen
procedimientos adecuados para la activacion de moléculas de polimero): R.F. Taylor, "Protein immobilisation.
Fundamental and applications", Marcel Dekker, N.Y .; S. S. Wong, (1992), "Chemistry of Protein Conjugation and
Crosslinking", CRC Press, Boca Rat on; G. T. Hermanson et al., (1993), "Immobilized Affinity Ligand Techniques",
Academic Press, N.Y.). El experto en la materia sera consciente de que el método de activacion y/o quimica de
conjugacion que se utilizara depende del grupo(s) de unién del polipéptido (ejemplos de los cuales se dan mas arriba),
asi como los grupos funcionales del polimero (por ejemplo, siendo amina, hidroxilo, carboxilo, aldehido, sulfhidrilo,
succinimidilo, maleimida, vinil sulfona o haloacetato). La pegilacién puede dirigirse hacia la conjugacion a todos los
grupos de union disponibles en el polipéptido FVlla (es decir, tales grupos de union que estan expuestos en la superficie
del polipéptido FVlla) o puede dirigirse hacia uno o mas grupos de unién especificos, por ejemplo, el grupo amino N-
terminal (U.S. Pat. No. 5,985,265). Ademas, la conjugacion puede conseguirse en un solo paso o de una manera paso a
paso (por ejemplo, como se describe en el documento WO 99/55377).

[0099] Se entendera que la pegilacion se disefia con el fin de producir la molécula 6ptima con respecto al numero de
moléculas de PEG unidas, el tamafio y la forma de tales moléculas (por ejemplo, si son lineales o ramificadas), y en
donde en los polipéptidos tales moléculas se unen. El peso molecular del polimero a utilizar se elegira teniendo en
cuenta el efecto que se desea lograr. Por ejemplo, si el propdsito primario de la conjugacion es conseguir un conjugado
que tenga un alto peso molecular y un tamafio mas grande (por ejemplo, para reducir el aclaramiento renal), se puede
elegir conjugar una o unas pocas moléculas de polimero de alto peso molecular o un nimero de moléculas de polimero
con un peso molecular mas pequefio para obtener el efecto deseado. Sin embargo, se utilizaran preferiblemente varias
moléculas de polimero con un peso molecular inferior.

[0100] Ademas, se ha encontrado que se obtienen resultados ventajosos cuando el tamafio aparente (también referido
como el "peso molecular aparente” o "masa aparente") de al menos una parte importante del conjugado de la invencion
es al menos aproximadamente 50 kDa, tal como al menos aproximadamente 55 kDa, tal como al menos
aproximadamente 60 kDa, por ejemplo, al menos aproximadamente 66 kDa. Se cree que esto se debe al hecho de que
el aclaramiento renal se elimina sustancialmente para los conjugados que tienen un tamafo aparente suficientemente
grande. En el presente contexto, el "tamafio aparente" de un polipéptido de FVlla se determiné por el método de SDS-
PAGE.

[0101] Por otra parte, se ha informado de que el exceso de conjugacion de polimero puede conducir a una pérdida de
actividad del polipéptido de FVlla al que se conjuga el grupo quimico (por ejemplo, una fracciéon no polipeptidica) (véase
mas adelante). Este problema puede ser eliminado, por ejemplo, mediante la eliminacién de los grupos de fijacién
situados en el sitio funcional o mediante el bloqueo reversible del sitio funcional antes de la conjugacion a fin de que el
sitio funcional del polipéptido de FVlla se bloquee durante la conjugacion. Especificamente, la conjugacién entre el
polipéptido de FVlla y el grupo quimico (por ejemplo, fraccién no polipeptidica) puede llevarse a cabo bajo condiciones
en las que el sitio funcional del polipéptido FVIla es bloqueado por una molécula ayudante, por ejemplo, factor tisular
capaz de unirse al sitio funcional del polipéptido de FVIla o un inhibidor de la proteasa serina. Preferiblemente, la
molécula ayudante es una, que reconoce especificamente un sitio funcional del polipéptido de FVlla, tal como un
receptor, en particular, factor tisular, ya sea de longitud completa o una forma adecuadamente truncada de factor tisular
o dos moléculas, siendo una factor tisular y siendo la otra un péptido o péptido inhibidor de unién a y protegiendo de
este modo el area alrededor de la triada catalitica (preferiblemente definida como residuos de aminoacidos dentro de 10
A de cualquier atomo en la triada catalitica).

[0102] Alternativamente, la molécula auxiliar puede ser un anticuerpo, en particular, un anticuerpo monoclonal que
reconoce el polipéptido FVlla. En particular, la molécula auxiliar puede ser un anticuerpo monoclonal neutralizante.

[0103] El polipéptido FVlla es preferiblemente para interactuar con la molécula auxiliar antes de efectuar la
conjugacion. (A menudo, es incluso ventajoso utilizar la misma molécula auxiliar (por ejemplo, un inhibidor) como la
utilizada en los pasos en los que se reducen los disulfuros mixtos.) Esto asegura que el sitio funcional del polipéptido
FVIis esta blindado o protegido y por lo tanto no disponible para la derivatizacién por el grupo quimico (por ejemplo, una
fraccién no polipeptidica), tal como un polimero.

[0104] Después de su elucion de la molécula auxiliar, el conjugado del grupo quimico y la proteina se pueden
recuperar con al menos un sitio funcional parcialmente conservado.

Composiciones farmacéuticas.

[0105] Los compuestos diméricos y multiméricos de FVlla segun la presente invencion son aplicables en forma de
composiciones farmacéuticas para el tratamiento de trastornos de sangrado o episodios de sangrado en un sujeto o
para la mejora del sistema hemostatico normal. Ejemplos de sujetos en necesidad de tal tratamiento son, por ejemplo,
sujetos que reciben tratamiento para la hemofilia A o B.

[0106] En otro aspecto, la presente invencion incluye dentro de su alcance composiciones farmacéuticas que
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comprenden un compuesto dimérico o multimérico de FVlla, como un ingrediente activo, o una sal farmacéuticamente
aceptable del mismo junto con un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable.

[0107] Opcionalmente, la composicién farmacéutica de la invencion puede comprender un compuesto dimérico o
multimérico de FVlla en combinacién con uno o mas de otros compuestos que exhiben actividad anticoagulante, por
ejemplo, inhibidores de la agregacion plaquetaria.

[0108] Los compuestos de la invencién se pueden formular en la composicion farmacéutica que comprende los
compuestos y un portador o diluyente farmacéuticamente aceptable. Tales portadores incluyen agua, solucién salina
fisiolégica, etanol, polioles, por ejemplo, glicerol o propilenglicol, o aceites vegetales. Como se usa en este documento,
"portadores farmacéuticamente aceptables" abarca también cualquiera y todos los disolventes, medios de dispersion,
recubrimientos, agentes antifingicos, conservantes, agentes isoténicos y similares. Excepto en la medida en que
cualquier medio convencional es incompatible con el ingrediente activo y su uso previsto, se contempla su uso en las
composiciones de la presente invencion.

[0109] Las composiciones se pueden preparar mediante técnicas convencionales y aparecen en formas
convencionales, por ejemplo, capsulas, comprimidos, soluciones o suspensiones. El portador farmacéutico empleado
puede ser un portador sdlido o liquido convencional. Ejemplos de portadores sdlidos son lactosa, terra alba, sacarosa,
talco, gelatina, agar, pectina, acacia, estearato de magnesio y acido estearico. Ejemplos de portadores liquidos son
jarabe, aceite de cacahuete, aceite de oliva y agua. Del mismo modo, el portador o diluyente puede incluir cualquier
material de retardo conocido en la técnica, tal como monoestearato de glicerilo o diestearato de glicerilo, solo o
mezclado con una cera. Las formulaciones también pueden incluir agentes humectantes, agentes emulsionantes y de
suspension, agentes conservantes, agentes aromatizantes o agentes edulcorantes. Las formulaciones de la invencion
pueden formularse de manera que proporcionen una liberacién rapida, sostenida o retardada del ingrediente activo tras
la administracién al paciente empleando procedimientos bien conocidos en la técnica.

[0110] Las composiciones farmacéuticas se pueden esterilizar y mezclar, si se desea, con agentes auxiliares,
emulsionantes, sal para influir en la presién osmética, tampones y/o sustancias colorantes y similares, que no
reaccionan perjudicialmente con los compuestos activos.

[0111] La via de administracion puede ser cualquier via, que transporte eficazmente el compuesto activo al sitio de
accion apropiado o deseado, tal como oral o parenteral, por ejemplo, rectal, transdérmica, subcutanea, intranasal,
intramuscular,tépica, intravenosa, intrauretral, solucién oftalmica o una pomada, prefiriéndose la via oral.

[0112] Si se usa un portador sélido para la administracion oral, la preparacion puede ser en comprimidos, colocado en
una capsula de gelatina dura en forma de polvo o pelet o puede estar en la forma de una pastilla o comprimido para
chupar. La cantidad de portador sélido puede variar ampliamente, pero normalmente sera de aproximadamente 25 mg a
aproximadamente 1 g. Si se usa un portador liquido, la preparacion puede estar en forma de un jarabe, emulsion,
capsula de gelatina blanda o liquido inyectable estéril tal como una suspensién o solucién liquida acuosa o no acuosa.

[0113] Para la administracion nasal, la preparaciéon puede contener un compuesto de formula (1) disuelto o suspendido
en un portador liquido, en particular un portador acuoso, para aplicacion en aerosol. El portador puede contener aditivos
tales como agentes de solubilizacién, por ejemplo, propilenglicol, tensioactivos, potenciadores de la absorcion tales
como lecitina (fosfatidilcolina) o ciclodextrina, o conservantes tales como parabenos.

[0114] Para la aplicacion parenteral, son particularmente adecuadas las soluciones o suspensiones inyectables,
preferiblemente soluciones acuosas con el compuesto activo disuelto en aceite de ricino polihidroxilado.

[0115] Las tabletas, grageas, o capsulas que tienen talco y/o un portador carbohidrato o aglutinante o similar son
particularmente adecuadas para la aplicacion oral. Portadores preferibles para tabletas, grageas, o capsulas incluyen
lactosa, almidén de maiz y/o almidon de patata. Un jarabe o elixir puede utilizarse en los casos en que un portador
endulzado puede ser empleado.

[0116] Una tableta tipica, que puede prepararse por técnicas convencionales de formacion de tabletas, contiene

Nucleo:
Compuesto activo (como compuesto libre o sal del 10 mg
mismo)
Dioxido de silicio coloidal (Areosil® ) 1.5 mg
Celulosa, microcryst. (Avicel® ) 70 mg
Goma de celulosa modificada (Ac-Di-Sol® ) 7.5mg

Estearato de magnesio
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Recubrimiento:

HPMC aprox. 9 mg
*Mywacett® 9-40 T aprox. 0.9 mg
*Monoglicérido acilado usado como plastificante para

recubrimiento de pelicula.

[0117] Los compuestos de la invencion se pueden administrar a un mamifero, especialmente un ser humano en
necesidad de tal tratamiento, prevencion, eliminacion, alivio o mejora de diferentes enfermedades o trastornos
tromboliticos o coagulopatico como se mencioné anteriormente. Estos mamiferos también incluyen animales, tanto
animales domésticos, por ejemplo, las mascotas del hogar, como los animales no domésticos como fauna.

[0118] Por lo general, las formas de dosificacién adecuadas para la administracion oral, nasal, pulmonar o
transdérmica comprenden de aproximadamente 0,001 mg a aproximadamente 100 mg, preferiblemente de
aproximadamente 0,01 mg a aproximadamente 50 mg de los compuestos de la formula | mezclado con un portador o
diluyente farmacéuticamente aceptable.

[0119] Los compuestos se pueden administrar concurrentemente, simultdneamente, o junto con un portador o
diluyente farmacéuticamente aceptable, ya sea por via oral, rectal, o parenteral (incluyendo la subcutanea). Los
compuestos estan a menudo, y preferiblemente, en la forma de un metal alcalino o sal de metal alcalinotérreo de los
mismos.

[0120] Los rangos de dosificacion adecuados varian, como se ha indicado anteriormente, en funcién del modo exacto
de administracion, la forma en que se administra, la indicacién hacia la cual se dirige la administracion, el sujeto
implicado y el peso corporal del sujeto implicado, y la preferencia y experiencia del médico o veterinario responsable.

[0121] La presente invencion se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos que, sin embargo, no deben
interpretarse como limitantes del alcance de la proteccion. Las caracteristicas descritas en la descripcion anterior y en
los ejemplos siguientes pueden, tanto por separado o en cualquier combinaciéon de los mismos, ser material para
realizar la invencion en diversas formas de la misma.

EJEMPLOS
Ejemplo 1

[0122] Materiales - Glutation reducido y oxidado (GSH y GSSG, respectivamente), cisteina (Cys), DL- homocisteina
(hCy), cisteinilglicine (CG), y y-glutamilcisteina (y-GC) fueron comprados de Sigma. Cisteamina (Cya) y sal de amonio
del acido 7-fluorobenzofurazan-4-sulfénico(SBD-f) fueron obtenidas de Fluka. Tris(2-carboxietil)fosfina(TCEP) fue
comprada de Calbiochem (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). Sustrato cromogénico S-2288 se obtuvo de
Chromogenix (Milan, ltalia). PEG5k-maleimida (2E2MOHO01), PEG20k-maleimida (2E2MO0P01), PEG40k-maleimida
(2D3Y0TO01), y maleimida-PEG3.4k-maleimida (2E2EQF02) fueron comprados de Nektar Therapeutics (Huntsville, AL).
Cetona de d-Phe-Phe-Arg-clorometilo fue compradA de Bachem. Acido trifenilfosfina-3,3"'.3"-trisulfénico se obtuvo de
Aldrich. FX y FXa derivados de plasma humano se obtuvieron de Enzyme Research Laboratories Inc. (South Bend, IN).
Biotina-6xido de polietileno-yodoacetamida (Biotin-PEO-yodoacetamida) procedente de Sigma (Misuri, EE.UU). Se
preparé factor tisular soluble 1-219 (sTF) segun procedimientos publicados (Freskgard et al., 1996). Se prepar6 sTF (1-
219) Glu219—Cys (E219C) esencialmente como se describe previamente (Owenius et al., 1999). La expresion y
purificacion del FVIla recombinante se realizaron como se describe previamente (Tim et al., 1988 Persson y Nielsen,
1996). Todos los demas productos quimicos fueron de grado analitico o mejor.

[0123] Determinacion de la concentracién - La concentraciéon de GSSG en soluciones madre se determind por su
absorcién a 248 nm usando un coeficiente de extincion de 381 M” cm’™ (Chau y Nelson, 1991). La concentracion de
GSH vy otros tioles de bajo peso molecular se determind utilizando el reactivo de Ellman (5,5'-ditiobis(2-acido
nitrobenzoico)) y 14150 M" cm”  como el coeficiente de extincion molar de acido 2-nitro-5-tiobenzoico a 412 nm
(Riddles et al., 1979).

[0124] Cuantificacion de GSSG por HPLC — La cuantificacion de GSSG se realiz6 esencialmente como se describe en
otra parte (Takahashi y Creighton, 1996). Brevemente, 50 ul de la muestra templada acido se cargaron en una columna
de fase inversa C18 (Luna C18(2) 100 A, tamafio de particula 3 um, 4,6x50mm; Phenomenex Inc., Torrance, CA)
mantenida a 30 °C. Después de 5 min de ejecucion isocratica al 100% de eluyente A (0,1% (v/v) de acido trifluoroacético
(TFA) en agua), GSSG se eluyé6 mediante un gradiente lineal de 0-5% de eluyente B (0,085% (v/v) de TFA en
acetonitrilo) en 5 min a una velocidad de flujo de 1 ml/min y se detectaron mediante absorcion a 214 nm. La
concentracion de GSSG se determind relacionando el area del valor maximo calculada (software Millenium32 v4.0,
Waters) con una curva estandar elaborada con cantidades conocidas de GSSG. Se observé linealidad en el rango de 2
a 25 nmol GSSG.
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[0125] Analisis de FVlla 407C modificado con tiol por HPLC — Especies de FVlla 407C libres y modificadas con tiol
fueron analizadas por HPLC usando una columna de fase inversa C3 (Zorbax 300SB-C3, 2,1x150mm, tamafio de
particula 5 ym; Agilent Technologies, Dinamarca) mantenida a 45 °C. La tasa de flujo fue de 0,5 ml/min y las fases
moviles consistian en 0,1% (v/v) de TFA en agua (eluyente A) y 0,085% (v/v) de TFA en acetonitrilo (eluyente B).
Después de la inyeccion de 25 pl de la muestra templada de acido, el sistema se ejecutd isocraticamente a 30% de
eluyente B durante 5 min, seguido por gradientes lineales de 38 a 41,5% de eluyente B durante 20 minutos y 41,5 a
55% de eluyente B durante 20 min. El eluato se monitorizéd por fluorescencia (longitudes de onda de excitacion y
emision de 280 y 348 nm, respectivamente).

[0126] Construccién de ADN que codifica FVII 407C mutante - Un constructo de ADN que codifica FVlla 407C se
construy6 como se describe en el documento WO 02/077218 A1.

[0127] Construccion de ADN que codifica FVII Q250C mutante - Un constructo de ADN que codifica FVIla Q250C se
construy6 como se describe en el documento WO 02/077218 A1.

[0128] Construccion de ADN que codifica FVII R396C mutante - Un constructo de ADN que codifica FVlla R396C se
construy6 como se describe en el documento WO 02/077218 A1.

[0129] Expresioén y purificacion de FVII 407C - Células BHK fueron transfectadas esencialmente como se describe
anteriormente (Thim et al, 1988; Persson y Nielsen, 1996) para obtener la expresion de la variante de FVlla 407C. El
polipéptido del Factor VIl se purific6 como sigue:

El medio condicionado se cargd en una columna de 25 ml de Q Sepharose Fast Flow (Amersham Biosciences,
GE Healthcare) después de la adicion de EDTA 5 mM, Triton X-100 al 0,1% y Tris 10 mM, el ajuste del pH a 8.0
y ajuste de la conductividad a 10-11 mS/cm afiadiendo agua. La elucion de la proteina fue realizada por un
gradiente de Tris 10mM, 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 el FVlla 407C se agruparon, y se aplicaron a una
columna de 25 ml que contiene el anticuerpo monoclonal F1A2 (Novo Nordisk A/S, Bagsveaerd, Dinamarca)
acoplado a Sepharose 4B activada con CNBr (Amersham Biosciences, GE Healthcare). La columna fue
equilibrada con HEPES 50 mM, pH 7,5, que contiene CaCl, 10 mM, NaCl 100 mM y 0,02% de Triton X-100.
Después de lavar con tampén de equilibrado y tampdn de equilibrado conteniendo 2 M de NaCl, el material
unido se eluydé con tampén de equilibrado que contiene EDTA 10 mM en lugar de CaCl; . Antes del
almacenamiento, el FVIla 407C se transfiri6 a HEPES 50 mM, NaCl 100 mM, CaCl, 10 mM, tampén de pH 7,0
mediante dialisis. El rendimiento de cada paso fue seguido por mediciones ELISA del factor VIl y la proteina
purificada fue analizada por SDS-PAGE.

[0130] Expresién y purificacién de FVII Q250C - Células BHK fueron transfectadas esencialmente como se describe
anteriormente (Thim et al, 1988; Persson y Nielsen, 1996) para obtener la expresién de la variante de FVIla Q250C. El
polipéptido del Factor VIl se purific6 como sigue:

El medio condicionado se cargd en una columna de 25 ml de Q Sepharose Fast Flow (Amersham Biosciences,
GE Healthcare) después de la adicion de EDTA 5 mM, Triton X-100 al 0,1% y Tris 10 mM, el ajuste del pH a 8,0
y ajuste de la conductividad a 10-11 mS/cm mediante la adicién de agua. La elucion de la proteina fue realizada
por un gradiente de Tris 10mM, NaCl 50 mM, Triton X-100 al 0,1%, pH 8,0 a 10 mM Tris, NaCl 50 mM, 25 mM
CaCly, Triton X-100 al 0,1%, pH 7,5. Las fracciones que contienen el FVIla 407C se agruparon, y se aplicaron a
una columna de 25 ml que contiene el anticuerpo monoclonal F1A2 (Novo Nordisk A/S, Bagsveerd, Dinamarca)
acoplado a Sepharose 4B activada con CNBr (Amersham Biosciences, GE Healthcare). La columna fue
equilibrada con HEPES 50 mM, pH 7,5, que contiene CaCl, 10 mM, NaCl 100 mM y 0,02% de Triton X-100.
Después de lavar con tampdn de equilibrado y tampdn de equilibrado conteniendo 2 M de NaCl, el material
unido se eluydé con tampén de equilibrado que contiene EDTA 10 mM en lugar de CaCl, . Antes del
almacenamiento, FVlla Q250C se transfiri6 a HEPES 50 mM, NaCl 100 mM, CaCl, 10 mM, tampén de pH 7,0
mediante dialisis. El rendimiento de cada paso fue seguido por mediciones ELISA del factor VIl y la proteina
purificada fue analizada por SDS-PAGE.

[0131] Expresion y purificacion de FVII R396C — La expresion y purificacion de FVila R396C se realiz6 tal como se
describe en el documento WO 02/077218 A1.

[0132] Clonacién y expresién de glutaredoxinas — Las secuencias de codificacion del ADN para la Escherichia coli
glutaredoxina 2 (Grx2) y Saccharomyces cerevisiae glutaredoxina 1 (yGrx1p) fueron amplificadas por PCR usando
Expand High Fidelity PCR System (Roche Diagnostics Corporation, Indianapolis, IN) segun las recomendaciones del
fabricante y los pares de cebadores oHOJ98-f/oHOJ98-r y oHOJ11-f/loHOJ11-r, respectivamente, introduciendo sitios de
restriccion de flanqueo Ndel y Xhol (las secuencias de cebadores se enumeran en la Tabla 1).

Tabla 1 - Oligos de ADN utilizados para la construccion de plasmidos pHOJ294, 210, y 286 que expresan E.coli
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glutaredoxina 2 (Grx2), S.cerevisiae glutaredoxina 1 (yGrx1p), y yGrx1p C30S, respectivamente. Los sitios de restriccion
Ndel y Xhol se muestran en negrita.

Cebador Plasmido Objetivo | Secuencia (5'—3’)
oHOJ11f pHOJ210 yGrx1p GGGCCGCCCATATGGTATCTCAAGAAACTATC
oHOJ11-r | pHOJ210 yGrx1p GCCCGGGCTCGAGATTTGCAAGAATAGGTTCTAAC
oHOJ98-f pHOJ294 Grx2 GCCGCCGGCATATGAAGCTATACATTTACGATCACTGCCC
oHOJ98-r | pHOJ294 Grx2 CCGCCGCCCTCGAGAATCGCCATTGATGATAACAAATTGATTTGTG
oHOJ88-f pHOJ286 yGrx1p GTTTAGGGCTGCATGCGAGTATGGACAGTACG
C30s
oHOJ88-r |pHOJ286 yGrx1p CGTACTGTCCATACTCGCATGCAGCCCTAAAC
C30S8

[0133] La plantila de ADN genémico para las reacciones de PCR se prepar6 a partir de E.coli y S.cerevisiae de
acuerdo con los procedimientos publicados (Grimberg et al., 1989;. Hoffman y Winston, 1987). Los productos de PCR
purificados se cortaron con Ndel y Xhol y se ligaron a continuacion en los correspondientes sitios de ppET-24a(+)
(Novagen) para dar pHOJ294 y pHOJ210, respectivamente. Puesto que los codones de parada fueron proporcionados
por el vector, los dos genes estaban equipados con extensiones 3' vector-derivadas que codifican etiquetas de afinidad
C-terminales LEHHHHHH. EIl plasmido pHOJ286 codificando yGrx1p Cys30Ser (yGrx1p C30S) fue construido por
QuickChange® mutagénesis dirigida al sitio utilizando cebadores oHOJ88-f/oHOJ88-r y pHOJ210 como plantilla de
acuerdo con las instrucciones del fabricante (Stratagene, La Jolla, CA). La identidad correcta de todas las secuencias
clonadas se verificd por secuenciacion del ADN.

[0134] Para la expresion, se introdujeron pHOJ210, 286, y 294 plasmidos en las células quimicas competentes
BL21(DE3) (Stratagene, La Jolla, CA). Transformantes frescos durante la noche se inocularon en 500 ml de caldo
terrifico ((Sambrook y col., 1989)) y 30 pg/ml de kanamicina a una OD600 inicial de 0,02. Los cultivos se cultivaron a 37
°C en matraces con deflectores a 230 rpm hasta la fase semilogaritmica (OD600 3-4), en cuyo momento la temperatura
se bajo a 25 °C y la expresion de la proteina fue inducida por isopropil-B-D-tiogalactopiranésido (ITPG) 0,1 mM.
Después de la expresion durante la noche, las células se recogieron por centrifugacion, se resuspendieron en 50 ml de
tampon de lisis (fosfato de potasio 50 mM, NaCl 300 mM, pH 8,0), y se lisaron mediante tres ciclos de congelacién-
descongelacion. El lisado aclarado se cargd en una columna de Ni-NTA Superflow de 20 ml (Qiagen GmbH, Hilden,
Alemania) equilibrada con tampén de lisis a una velocidad de flujo de 5 ml/min. Después de lavar con tampon de lisis, la
proteina unida se eluy6 con un gradiente lineal de imidazol 0-200 mM en tampodn de lisis. Las fracciones valor maximo
se agruparon, se trataron con ditiotreitol 20 mM durante 20 min antes de una didlisis extensiva contra Tris-HCI 50 mM,
EDTA 2 mM, pH 8,0. Las proteinas se almacenaron a -80°C se consideraron que eran >90% puros por SDS-PAGE. Las
concentraciones se calcularon mediante la absorbancia a 280 nm utilizando coeficientes de extincién de 5240 M cm”™
(yGrx1p y yGrx1p C30S) y 21740 M cm™ (Grx2).

[0135] Identificacion de tioles de bajo peso molecular que participan en disulfuros mixtos con FVila 407C - La
deteccion HPLC de tioles SBD-derivados de bajo peso molecular fluorescentes se realizé segun lo descrito por Oe et al.
(1998) con modificaciones menores. En pocas palabras, la reduccion de disulfuro y la posterior derivatizacion de los
tioles liberados se realiz6 mediante la incubacion de 25 pl de 10 uM FVlla 407C (o FVlla de tipo salvaje) en Tris-HCI 160
mM, EDTA 8 mM, tampodn de pH 9,6 con 5 pyl TCEP 14 mM (en agua) y 10 pl 0,3% SBD-f (en agua) a 60 °C durante 60
min. Posteriormente, la derivatizacion se terminé por adicion de 2 yl HCI 5 M y las muestras se colocaron a 4 °C hasta
su posterior analisis (dentro de 24 horas). El andlisis por HPLC se llevd a cabo mediante la inyeccion de alicuotas de 25
ul de las muestras en una columna C18(2) de fase inversa (Luna, 100 A, tamafio de particula 3,5 pm, 150x4,6 mm;
Phenomenex Inc., Torrance, CA) a una velocidad de flujo de 1 ml/min. La temperatura de la columna se mantuvo a 30
°C. Tioles SBD-derivatizados se separaron mediante elucién isocratica usando una fase movil que consiste en Na-citrato
75 mM, pH 2,90 y 2% de metanol y detectado por la fluorescencia emitida a 516 nm en la excitacion a 386 nm. La
identificacion de los valores maximos se realizé por comparacion de los tiempos de retencidén con los de una serie de
compuestos de tiol de bajo peso molecular conocidos preparados segun el procedimiento descrito anteriormente para el
FVlla 407C. Las curvas de calibraciéon para la cuantificacion de GSH, y-GC, GC, Cys, Hcy, y Cya se obtuvieron
mediante la variaciéon de la concentracion de cada tiol de 0,4 a 3,5 uM en la mezcla de reaccion final.

[0136] A partir de este andlisis, se puede concluir que los principales tioles de bajo peso molecular conjugados con
FVlla 407C son el glutation, la cisteina y la homocisteina. Los resultado se presentan en la Figura 1.

[0137] Valoracién redox de FVlla - Para identificar las condiciones apropiadas para la reduccion selectiva de mutantes
de FVlla Cys, se evalud la estabilidad estructural de FVIla en tampones con potenciales redox definidos obtenidos
mediante la variacién de las concentraciones de GSH y GSSG esencialmente como se describe en otra parte (Loferer et
al., 1995). Dado que se ha demostrado que la reduccion de los dos enlaces disulfuro mas labiles en FVlla se asocia con
una pérdida de la actividad amidolitica y uniéon sTF (Higashi et al., 1997), la integridad estructural de FVlla se monitorizé
por su capacidad de hidrolizar el sustrato cromogénico S-2288 en presencia de sTF.
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[0138] La valoracion redox de FVlla (1 uM) se llevd a cabo en HEPES 50 mM, NaCl 100 mM, CaCl, 5 mM, tampén de
pH 7,0 (completamente purgado con nitrégeno) que contiene 50 yM GSSG vy variando las concentraciones de GSH (0 -
34 mM). Ademas, una serie de muestras contenia p-aminobenzamidina 25 mM, un inhibidor del sitio activo de FVlla que
ocupa la bolsa Sy (Sichler et al., 2002; Persson et al., 2004). Para reducir el tiempo requerido para alcanzar el equilibrio,
las reacciones se realizaron en presencia de 1 yM yGrx1p actuando como un catalizador redox (Ostergaard et al.,
2004). Después de equilibrar las muestras durante 3,5 horas a 30 °C bajo atmdsfera de nitrégeno, la actividad
amidolitica residual se determiné como se describe a continuacién. Al mismo tiempo, una parte alicuota de la mezcla de
reaccion se inactivd mediante un volumen igual de HCI 100 mM, y la concentracion de equilibrio de GSSG se determiné
por HPLC como se describe en materiales y métodos.

[0139] Para la medicion de la actividad amidolitica residual, 20 pl de las muestras equilibradas se diluyeron 20 veces
en tampon de ensayo (HEPES 50 mM, NaCl 100 mM, CaCl, 5 mM, Tween 80 al 0,01%, pH 7,4) que contiene
yodoacetamida 10 mM para alquilar rapidamente tioles libres y evitar la posterior oxidacion de tiol. El ensayo de
actividad se llevod a cabo en placas de microtitulacion de poliestireno (Nunc, Dinamarca) en un volumen final de 200 pl
de tampodn de ensayo que contiene sTF 80 nM y se inactivd a una concentracion final de FVIla 10 nM. Después de 15
minutos de preincubacion a temperatura ambiente, se afiadid sustrato cromogénico S-2288 1 mM y se hizo un
seguimiento continuo de la absorbancia a 405 nm durante 20 min en un espectrofotémetro de microplacas 340
Spectramax™ equipado con el software SOFTmax PRO (v2.2; Molecular Devices Corp., Sunnyvale, CA). La actividad
amidolitica se presenté como la pendiente de las curvas de progreso lineal después de la sustraccion en blanco.

[0140] Los datos se analizaron en términos de la siguiente reaccion (Ec. 1), donde FVlla se convierte en FVlla
inactivado (denominado FVllai) por reduccién reversible de un unico enlace disulfuro intramolecular:

Ec. 1 FVIIa + 2GSH < FVIIai + GSSG

[0141] La constante de equilibrio aparente para la reaccion inversa (Kox)puede estimarse a partir de la siguiente
relacion (Ec. 2)

Ec. 2 f = amax/(1+[GSH]*/([GSSG] Kox))

donde f es la actividad amidolitica residual a un determinado [GSH]Z/[GSSG], y amax €S la actividad amidolitica limita a
bajo [GSHJ*/[GSSG].

[0142] EI ajuste de los datos de valoracion redox a la Ec. 2 por regresion no lineal de minimos cuadrados utilizando
software Kaleidagraph (v3.6, Synergy software) produjo aparente Kox 's de 9316 mM y 166+16 mM en ausencia o
presencia de p-aminobenzamidina 25 mM, respectivamente (Figura 2).

[0143] Valoracion redox de FVila 407C-glutation disulfuro mixto - La estabilidad del disulfuro mezclado entre el
glutation y Cys407se midié mediante la incubacion de 13 uM FVlla 407C en HEPES 50 mM, NaCl 100 mM, CacCl, 10
mM, pH 7,0 que contiene GSH 0,5 mM y variando las concentraciones de GSSG (5-500 pM). Ademas, todas las
muestras contenian 10 yM GRX2 para catalizar la reacciéon. Después de 5 horas de equilibrado a 30 °C, una alicuota de
50 pl se inactivé con HCI 100 mM y la concentracion de equilibrio de GSSG se determiné por HPLC como se describe
en materiales y métodos. Para medir la cantidad relativa de FVlla 407C deglutationilado, tioles libres se marcaron con
PEG5K mediante la combinacién de 20 ul de cada muestra con 15 yl PEG5K-maleimida 1,6 mM. Después de 18 min de
incubacién a temperatura ambiente, se afadié N-etilmaleimida a una concentracion final de 25 mM para suprimir
competitivamente la pegilacion (no especifica) adicional de la proteina durante el procesamiento subsiguiente. FVlla
407C PEG5K-modificado en cada muestra se detectd y se cuantific6 por HPLC como se describe en material y
meétodos.

[0144] Los datos se analizaron segun la siguiente reaccion (Ec. 3), donde FVlla 407C glutationilado (FVlla 407C-GSH)
reacciona con GSH para dar GSSG y FVlla 407C libre.

Ec. 3 FVIla 407C-GSH + GSH < FVIla 407C + GSSG

[0145] La constante de equilibrio aparente para la reaccion inversa denominada Kscox,puede estimarse a partir de la
siguiente relacion (Ec. 4)
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Ec. 4 Asorcrecsk = Amax([GSH)/[GSSG])/([GSHY/[GSSG] + Kecox)

donde Aso7c-pecsk €S el area de valor maximo de FVlla 407C 5k-pegilado a una proporcion dada de [GSH)/[GSSG], y
Amax €s el area de valor maximo de limitacién a [GSH]/[GSSG] alto.

[0146] Un gréafico de las areas de valor maximo medidas frente a la proporcion de [GSH)/[GSSG] en equilibrio se
muestra en la Figura 3. El ajuste de Ec. 4 a los datos por regresion no lineal de minimos cuadrados utilizando software
Kaleidagraph (v3.6, Synergy software) produjo un aparente Kscox de 1,0, muy similar al medido para una serie de otras
proteinas glutationiladas (Gilbert, 1995).

[0147] Identificacion de las condiciones de reduccién éptimas - Se identificaron 6ptimas condiciones de glutation redox
de apoyo a la reduccion selectiva de los disulfuros FVIla 407C-mixtos a partir de graficas de los siguientes parametros
como una funcién de [GSSGI]: (1) la actividad amidolitica residual en la presencia o ausencia de p-aminobenzamidina
usando la Eq. 2 y valores Ko estimados, y (2) la fraccion de proteina reducido selectivamente partir de la ecuacion. 4 y
Kscox- Por razones practicas, la concentracion de GSH se ajustdé a 0,5 mM. Como se muestra en la Figura 4, una
concentracion de GSSG entre aproximadamente 15 y 60 uM en presencia de GSH 0,5 mM da como resultado >90 % de
actividad residual y >90 % de Cys407 libre. El rango 6ptimo [GSSG] de trabajo depende de varios parametros, incluida
la concentracién de GSH (como se ejemplifica en las Figuras 3-5), los valores de Kox ¥ Kscox (NO se muestra), y la
pérdida de la actividad amidolitica permitido durante la reaccion de reduccion.

[0148] La reduccion selectiva y la modificacion PEG5K, PEG20k, y PEG40k de FVlla 407C - La modificacion tiol de
FVlla 407C se puede dividir en tres pasos consecutivas: (A) una reaccion de reduccién catalizada por glutaredoxina, (B)
alquilacion especifica de tiol, y (C) purificacion. Al final de cada paso, una pequefia alicuota de la mezcla de reaccion se
inactivo con 10% (v/v) de acido formico y se analizé por HPLC como se describe en material y métodos y se ejemplifica
en la Figura 7.

(A) FVlla 407C (4,8 mg) se incubd 4,5 horas a 30 °C en un volumen total de 4,4 ml de HEPES 50 mM, NaCl 100 mM,
CaClz 10 mM, tampén de pH 7,0 que contiene GSH 0,5 mM, GSSG 15 uM, p-aminobenzamidina 25 mM y GRX2 10 uM.
La concentracion inicial de GSSG estuvo en el extremo inferior del intervalo 6ptimo de trabajo (area sombreada en la
Figura 4) para compensar la formacion de GSSG durante la reacciéon. (B) Posteriormente, tioles libres fueron
modificados mediante la adicion de PEG5K-maleimida, PEG20k-maleimida, o PEG40k-maleimida (disuelto en agua) a
una concentracion final de 0,8 mM. Se permitié a la tiol alquilaciéon proceder durante 15 min a temperatura ambiente con
enfriamiento rapido con cisteina 0,5 mM. (C) Se afiadié6 EDTA en exceso de calcio (concentracion final 20 mM) y todo el
contenido se cargd en una columna HiTrap Q FF de 1 ml (Amersham Biosciences, GE Healthcare) equilibrada con
tampén A (HEPES 50 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7,0) para capturar FVlla 407C. Después de lavado con
tampoén A, una elucion de un solo paso de la proteina unida se realizé con tampoén B (GlyGly 10 mM, NaCl 150 mM,
CaCl; 10 mM, Tween 80 al 0,01%, pH 7,0) directamente en una columna HiLoad Superdex 200 16/60 pg (Amersham
Biosciences) montada en frente de la columna HiTrap. Especies pegiladas y no pegiladas se separaron a una velocidad
de flujo de 1 ml/min y se detectaron por absorcion a 280 nm.

[0149] Reduccion selectiva y PEG3.4 o PEG20k-reticulacion de FVlila 407C - La reduccion selectiva se llevé a cabo
mediante la incubacion de 4,8 mg de FVlla 407C a 30 °C durante 4,5 horas en un volumen total de 4,4 ml de HEPES 50
mM, NaCl 100 mM, CaClz 10 mM, tampon de pH 7,0 que contiene GSH 0,5 mM, GSSG 10 uM, p-aminobenzamidina 25
mM, y GRX2 10 pM. A continuacion, se afiadi6 EDTA en exceso de calcio (concentracion final 20 mM) y todo el
contenido se cargd en una columna HiTrap Q FF de 1 ml (Amersham Biosciences, GE Healthcare) equilibrada en
tampoén A (HEPES 50 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7,0) para capturar FVlla 407C. Después de lavar con tampoén
A para eliminar el tampén de glutation unido y Grx2p, el FVIla 407C se eluyé en un solo paso con tampén B (HEPES 50
mM, NaCl 100 mM, CaCl,; 10 mM, pH 7.0). La concentracion de FVlla 407C en el eluato se determiné por absorbancia a
248 nm usando un coeficiente de extincion de 62:10° M' cm™ . La reticulacion se llevé a cabo en presencia de
aproximadamente 0,6 equivalente de maleimida-PEG3.4k-maleimida o maleimida-PEG20k-maleimida durante 1,5 horas
a temperatura ambiente. (C) Se afiadi6 EDTA en exceso de calcio (concentracion final 20 mM) y todo el contenido se
cargo en una columna HiTrap Q FF de 1 ml (Amersham Biosciences, GE Healthcare) equilibrada en tampon A (HEPES
50 mM, NaCl 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7,0) para capturar FVlla 407C. Después de lavado con tampdn A, una elucion
de un solo paso de la proteina unida se realizé con tampén B (GlyGly 10 mM, NaCl 150 mM, CaCl, 10 mM, 0,01%
Tween 80, pH 7,0) directamente en una columna HiLoad Superdex 200 16/60 pg (Amersham Biosciences) para separar
especies pegiladas y no pegiladas. La velocidad de flujo fue de 1 ml/min y se detectaron proteinas por absorcion a 280
nm.

[0150] Anaélisis SDS-PAGE de FVlla 407C, FVila 407C-PEG5k, FVIIA 407C-PEG20k, FVIla 407C-PEG40k, y FVIIA
407C-PEG3.4k-FVila 407C - Compuestos 5k, 20k, 40k, y 3.4k-pegilados y FVlla 407C (aprox. 1,5 yg de cada uno) se
analizaron mediante SDS-PAGE de reduccion y no reduccion en un gel 4-12% Bis-Tris NUPAGE® (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA) ejecutado 200 V durante 35 min en un tampéon MES (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, CA) segun las recomendaciones del fabricante. Los geles se lavaron con agua y se tifieron con Simply Blue™
SafeStain (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) segun las recomendaciones del fabricante. Los geles se
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muestran en la Figura 8.

[0151] Analisis SDS-PAGE de FVlla 407C, FVIIA 407C-PEG3.4k-FVila 407C, y FVlla 407C-PEG20k-FVlla 407C -Las
proteinas (aprox.1 pyg cada una) se analizaron mediante SDS-PAGE de reduccion y no reduccion en un 4-12% Bis-Tris
NuPAGE® gel (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) ejecutado 200 V durante 35 min en un tampén MES
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) segun las recomendaciones del fabricante. Los geles se lavaron con agua
y se tifieron con Simply Blue™ SafeStain (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) segun las recomendaciones del
fabricante. Los geles se muestran en la Figura 9.

[0152] Valoracion del sitio activo de FVila 407C, FVIIA 407C-PEG5k, FVlla 407C-PEG20k, FVlila 407C-PEG40k, FVIIA
407C-PEG3.4k-FVila 407C, y FVila 407C-PEG20k-FVIla 407C - Concentraciones sitio activo de FVlla 407C y
compuestos pegilados se determinaron a partir de la pérdida irreversible de la actividad amidolitica al hacer la valoracién
con los niveles de subestequiométricos de d-Phe-Phe-Arg-clorometil cetona (FFR-cmk) esencialmente como se describe
en otra parte (Bock, 1992). En resumen, cada proteina se diluyé en HEPES 50 mM, NaCl 100 mM, CaCl; 10 mM, 0,01%
Tween 80, tampdn de pH 7,0 a una concentraciéon aproximada de 300 nM usando un coeficiente de extincién de 62-103
M-1 cm-1 a 280 nm. Se combiné proteina diluida (20 pl) con 20 pyl STF 1,5 yM y 20 pyl FFR-CMK 0-1,2 yM (recién
preparada en tampon de materia prima FFR-cmk disuelto en DMSO y se almacend a -80 °C). Después de la incubacion
durante la noche a temperatura ambiente, se midi6 la actividad amidolitica residual.

[0153] El ensayo de actividad se llevé a cabo en placas de microtitulacion de poliestireno (Nunc, Dinamarca) en un
volumen final de 200 pl de tampén de ensayo (50 mM HEPES, 100 mM NaCl, 5 mM CaCl,, Tween 80 al 0.01%, pH 7.4)
que contiene sTF 50 nM y aprox. 10 nM FVIla correspondientes a diluciones de 10 veces de las muestras Después de
15 minutos de preincubacién a temperatura ambiente, se afiadio sustrato cromogénico S-2288 y se hizo un seguimiento
continuo de la absorbancia a 405 nm durante 20 min en un espectrofotémetro de microplacas 340 Spectramax™
equipado con el software SOFTmax PRO (v2.2; Molecular Devices Corp., Sunnyvale, CA). La actividad amidolitica se
presenté como la pendiente de las curvas de progreso lineal después de la sustraccion en blanco. Concentraciones de
sitio activo se determinaron por extrapolacién, al tiempo que la concentracion minima de FFR-cmk abolia
completamente la actividad amidolitica.

[0154] En la Tabla 2 se dan las concentraciones de sitios activos medidos en relaciéon con las absorbancias de las
proteinas a 280 nm. Los valores se normalizaron a 100% para el FVlla 407C.

Tabla 2 - Concentraciones especificas de sitio activo de FVlla 407C y variantes pegiladas. Las concentraciones
especificas de sitio activo se midieron como la concentracion de sitio activo mediante valoracion FFR-cmk en relaciéon
con la absorbancia de las proteinas a 280 nm. Los valores se normalizaron a 100% para el FVlla 407C.

Proteina [Sitio activo]/Azso
FVila 407C 100%

FVlla 407C-PEG5k 90%

FVlla 407C-PEG20k 86%

FVlla 407C-PEG40k 91%

FVlla 407C-PEG3.4k-FVlla 407C 95%

FVlla 407C-PEG20k-FVIla 407C 90%

[0155] Andlisis de resonancia de plasmoén superficial (SPR) de la unién de FVila 407C, FVlla 407C-PEG3.4k-FVlla
407C, y FVlla 407C-PEG20k-FVlla 407C al factor tisular soluble inmovilizado - La uniéon de FVlla 407C y variantes
pegiladas al factor tisular soluble inmovilizado se analiz6 por analisis de resonancia de plasmoén superficial en un
instrumento Biacore 3000 (Biacore AB, Uppsala, Suecia). Antes de la inmovilizacion, el sTF E219C fue biotinilado en su
cisteina libre por reaccién de la proteina con biotina-PEO-yodoacetamida 2 mM a pH 7,0 durante 20 min. El exceso de
reactivo se elimind posteriormente por filtracion en gel en una columna NAP™ 5 (Amersham Biosciences AB, Uppsala,
Suecia) equilibrada en tampén HBS-P (HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, P20 0,005%, Biacore AB, Uppsala, Suecia) que
contiene CaCl, 5mM. El sTF E19C biotinilado se inmovilizé a una densidad de 2,2 fmol/mm? (~50 RU) en celda de flujo
2 de un chip sensor SA (Biacore AB, Uppsala, Suecia). El analisis cinético se realizdé a una velocidad de flujo de 30
pl/min en tampoén de transferencia (tampén HBS-P que contiene CaCl, 5 mM) utilizando la celda de flujo sin tratar 1 para
la sustraccion automatica de referencia en linea. Se analizaron diluciones seriadas de proteina a partir de 100 nM a
aprox. 5 nM. Después de 3 min de equilibrado de las celdas de flujo en el tampdn de transferencia,una muestra de
proteina de 90 pl se inyecté con el comando KINJECT. La fase de disociacion duré 9 min y la regeneracion se realizé
con un pulso de 3 min de EDTA 20 mM en tampén HBS-P. Datos de SPR se ajustaron a un modelo de unién 1:1 de
Langmuir usando el software BlAevaluation 4.1 (Biacore AB, Uppsala, Suecia). Los resultados se presentan en la Tabla
3.

Tabla 3 - Analisis de resonancia de plasmoén superficial de la union de FVila 407C y variantes diméricas a sTF
inmovilizado. Las constantes de disociacion (Kp) se calcularon a partir de las constantes de velocidad de asociacion
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(kon) y disociacion (kof) medidas.

Proteina kon (M7 s™) Kowr(s™) Ko
FVlla 407C 2.8 x 10° 15x 10° 5.5 nM
FVlla 407C-PEG3.4k- 35x10° 15x%x 107 0.4 nM
FVlla 407C

FVlla 407C-PEG20k- 3.1x10° 1.6 x 107 0.5nM
FVlla 407C

[0156] Reduccion de disulfuros de FVlla R396C-mixtos con &acido frifenilfosfina-3,3',3"trisulfonico - Se realiz6 una
reduccion a pequefia escala de disulfuros de FVlla R396C-mixtos usando acido ftrifenilfosfina-3,3',3"trisulfénico (PPhs
S3) de la siguiente manera: FVlla R396C (4.4 uM) fue tratado con 2.5 0 5.0 mM PPh3 S3 en un volumen total de 50 pl
tampén de reaccion (HEPES 50 mM, NaCl 100 mM, CaCl, 10 mM, 0,05% Tween 20, pH 7.0) que contenia p-
aminobenzamidia 50 mM. Después de 16,3 horas de incubacién a temperatura ambiente, las mezclas de reaccion (30
pl) se desalaron en columnas Spin de ProeSpin™ (Princeton Separations, Adelphia, New Jersey) rehidratadas en
tampdn de reaccion de acuerdo con las instrucciones del fabricante para eliminar el exceso de agente reductor.
Posteriormente, los tioles libres se alquilaron con 0,2 mM de PEG5K-maleimida durante 10 min a temperatura ambiente.
Se preparé FVlla R396C pegilado y no pegilado reduciendo SDS-PAGE en un 4-12% Bis-Tris gel (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA) ejecutado a 200 V durante 35 min en tampén MES de acuerdo con las recomendaciones
del fabricante. La tincion del gel con Simply Blue™ SafeStain (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) se realizé de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. El gel se muestra en la Figura 10A.

[0157] La actividad amidolitica de FVlla R396C antes y después de la incubacion con PPh3S3; se midié por dilucién de
320 veces de la mezcla de reaccion en 200 pl (volumen total) HEPES 50 mM, NaCl 100 mM, CaCl, 5 mM, 1 mg/ml BSA,
tampoén de pH 7.4 que contiene sTF 50 mM. Después de 15 minutos de preincubacién a temperatura ambiente, se
afiadié sustrato cromogénico S-2288 de 1 mM y se hizo un seguimiento continuo de la absorbancia a 405 nm durante 20
min en placas de microtitulacion de poliestireno (Nunc, Dinamarca) usando un espectrofotémetro de microplacas 340
Spectramax™ equipado con el software SOFTmax PRO (v2.2; Molecular Devices Corp., Sunnyvale, CA). La actividad
amidolitica se presenté como la pendiente de las curvas de progreso lineal después de la sustraccion en blanco. Los
resultados se muestran en la Figura 10B.

[0158] Reduccién selectiva de disulfuros expuestos en un polipéptido del Factor VIl - La triarilfosfina disponible
comercialmente 1 (sal trisédica de acido trifenilfosfina-3,3".3"-trisulfénico de Aldrich) contiene aproximadamente 5% del
correspondiente acido 3,3'-bis-sulfénico 2. Asi, 1 se purific6 por HPLC de fase inversa estandar, eluyendo con un
gradiente de acetonitrilo en agua en presencia de acido trifluoroacético al 0,1%.
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[0159] Se ha demostrado que el acido trifenilfosfina-3,3',3"-trisulfénico (2,5 mM) se puede utilizar en combinacion con
el inhibidor de sitio activo 4-aminobenzamidina para reducir el enlace disulfuro expuesto entre el glutatiéon y el FVlla
R396C esencialmente sin pérdida de la actividad amidolitica. La escision reductora del enlace disulfuro mixto se
demostré mediante la posterior modificacidn de la cisteina liberada con PEG5K-maleimida.

[0160] Triarilfosfinas 1-3 (10 mM) se incubaron individualmente con rFVlla durante 1 h a temperatura ambiente. En
presencia de 1, rFVlla conservé la mayor parte de su actividad. En contraste, el acido 3,3'-bis-sulfénico 2 caus6 una
rapida disminucion de la actividad amidolitica de la enzima, al igual que el analogo acido 4,4'-bis-sulfénico 3 (sal
dipotasica de Aldrich), y por lo tanto no se considerd 6ptimo para la reduccion de rFVila.

[0161] Ademas, 1 fue probado para su capacidad para reducir el éster dimetil cistina 5. La reaccion se llevé a cabo a
temperatura ambiente a una concentracion de 15 mM de 1 en agua. El sustrato estaba presente a una concentracion de
5 mM. Se demostré por analisis LC-MS que el enlace disulfuro en 5 se redujo en las condiciones dadas.
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[0162] La ftriarilfosfina 4 mas estéricamente impedida (sal trisédica de Strem) se encontré que era casi no reactivo
hacia rFVlla, lo que sugiere la posibilidad de desarrollar un agente reductor mas selectivo. Los compuestos 9-11
rrepresentan ejemplos no limitativos de triarilfosfinas que se espera que sean agentes reductores disulfuros selectivos.

- \ 4, ~
HO % o OH Ho” \\o P c;,S\OH Ho,s\\o p 6’ ~oH
/
o /‘OH sf'o s”o
o] w> °s
OR O oH o o
R = H, Me, Et, Pr, 2-Pr, Bu, R = Me, Et, Pr, 2-Pr, Bu.
MeO, EtO, Pro, 2-PrO, BuO.
’ 0 n
Ejemplo 2

[0163] Materiales - Plasma deficiente en FVIIl se obtuvo de George King Bio-Medical Inc. (Kansas, USA; Prod. no.
0800). Los trombocitos humanos liofilizados fueron adquiridos de Helena Biosciences (UK, Prod. no. 5371). El tampdn
de reconstitucion de trombocitos: Tris Buffered Saline se obtuvo de Helena Biosciences (UK; Prod. no. 5365). Innovin se
obtuvo de Dade Behring (Liederbach, Alemania; Prod. no. B4212-50). Sustrato especifico de trombina: Z-Gly-Gly-Arg-
AMC HCI fluoréforo se obtuvo de Bachem (Weil am Rhein, Alemania; Prod. no. I-1140). La expresion y purificacion del
FVlla recombinante (rFVlla) se realizaron como se describe previamente (Tim et al., 1988 Persson y Nielsen, 1996).
Todos los demas productos quimicos fueron de grado analitico o mejor.

[0164] Determinacién de la actividad de tipo rFVlla de analogos de FVII usando un bioensayo de potencial de trombina
endégena (ETP) - El ensayo de potencial de trombina endégena (ETP) se basa en la determinacién a tiempo real de la
generacion de trombina en una muestra de plasma seleccionada. La muestra de plasma contiene trombocitos
liofilizados como fuente superficial de lipidos fisioldgica para el ensamblaje de los complejos de protrombinasa y Xasa
en la cascada de la coagulacion. La actividad de la trombina en tiempo real se determina por la deteccién continua de
un producto fluorescente que aparece a partir de un sustrato especifico de la trombina (Hemker et al., 2000; Hemker &
Béguin, 2000).

[0165] La concentracion de FVlla y variantes pegiladas se determinaron por medidas de absorbancia a 280 nm. Un
valor de 1,36 se tomd como la absorbencia de un 1 mg/ml de solucién de proteina (E0.1%).

[0166] Un vial de trombocitos liofilizadas se disolvié en 0,73 ml de tampon de reconstitucion (Tris Buffered Saline) y se
diluy6 adicionalmente a 75,000 trombocitos/ul en plasma deficiente de FVIII. Innovin, FVIla recombinante (rFVlla), asi
como muestras de ensayo se diluyeron en tampén de ensayo (Hepes 20 mM, NaCl 150 mM, pH 7,35, 1,5% de albumina
de suero bovino (BSA)). Sustrato especifico de la trombina, Z-Gly-Gly-Arg-AMC, se disolvié en dimetilsulféxido (DMSO)
al 60% y se diluy6 adicionalmente en un tampo6n de ensayo que contenia calcio ( CaCl, 100mM, Hepes 20 mM, NaCl
150 mM, pH 7.35). En una placa de microtitulacion Costar (96 pocillos, Prod. No. 3631) 10 pl de rFVlla (final 0 - 10000
ng/ml), o muestra de ensayo, o en blanco (tampdn de ensayo) (10 pl) se afadieron a los pocillos respectivos. Innovin
(10 i, final 0,12 pM), y plasma con trombocitos (80 pl, final 50,000 trombocitos/ul) se afadieron a los pocillos
respectivos de una placa Costar (96 pocillos, Prod. No. 3631). La placa se incubé durante 10 min a 37 °C en Thermo
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Fluoroscan Ascent (Thermo Electron Corporation, Cambridge, UK). El sustrato (20 pl, concentraciones finales: sustrato
especifico de trombina 0,4 mM, DMSO al 0,5% y CaCl; 16,7 mM) se afiadié6 inmediatamente y la fluorescencia se
registro de forma continua durante 60 minutos (excitacion 390 nm, emision 460 nm).

[0167] Las curvas de concentracién-respuesta se generaron para rFVlla y analogos de FVII en base a la sefal (Area
bajo la curva de tiempo-unidad fluorescente durante 60 min). La actividad ETP del analogo relativo al rFVlla se calcul6 a
partir de las curvas y se muestra en la Tabla 4.

Tabla 4 - Actividades ETP de moléculas diméricas de FVlla 407C en relacion con el rFVlla. Las actividades relativas se
dan por protémero FVlla 407C vy, por lo tanto, las actividades totales de las moléculas diméricas son el doble de los
valores notificados.

Proteina Actividad relativa ETP
FVlla 407C-PEGS3.4k-FVlla 407C 620%

FVlla 407C-PEG20k-FVIla 407C 270%
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REIVINDICACIONES

1. Compuesto de FVlla multimérico o dimérico que contiene, como minimo, dos polipéptidos de FVlla unidos mediante
enlace covalente, para retener la actividad catalitica intrinseca de los polipéptidos de FVlla, donde dicho compuesto
tiene una actividad biolégica superior a la de los polipéptidos de FVlla del constituyente, y en el que, al menos, dos
polipéptidos de FVlla estan conectados de manera covalente por cisteinas producidas mediante ingenieria genética, en
dichos polipéptidos de FVlla.

2. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde dos polipéptidos de FVlla se encuentran
conectados por enlace covalente para formar un compuesto de FVlla dimérico.

3. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde dichos polipéptidos de FVlla conectados por
enlace covalente son polipéptidos de FVIla idénticos.

4. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde al menos dos polipéptidos de FVlla diferentes
se encuentran conectados mediante un enlace covalente.

5. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde dicho compuesto de FVlla multimérico o
dimérico contiene un enlace entre los polipéptidos FVlla constituyentes.

6. Compuesto segun la reivindicaciéon 5, donde dicho enlace tiene la estructura resultante de una reaccién con un PEG
reactivo de cisteina bivalente.

7. Compuesto segun la reivindicacion 5, donde dicho enlace tiene la estructura resultante de una reaccién con
maleimida-PEG-maleimida.

8. Compuesto segun la reivindicacion 7, donde dicho maleimida-PEG-maleimida se selecciona del grupo maleimida-
PEG2kD-maleimida, maleimida-PEG3.4kD-maleimida, maleimida-PEG5kD-maleimida, maleimida- PEG10kD-maleimida,
y maleimida-PEG20kD-maleimida.

9. Compuesto segun la reivindicacién 5, donde dicho enlace contiene una secuencia de aminoacidos.
10. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde dicho polipéptido de FVlla es FVlla 407C.

11. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde dicho polipéptido de FVlla es una variante de
FVlla 407C.

12. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde dicho polipéptido de FVlla es un FVlla
P406C o una variante de P406C FVlla.

13. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde dicho polipéptido de FVlla es un FVlla
R396C o una variante de FVlla R396C.

14. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones, donde dicho polipéptido de FVlla es un FVIla Q250C o una
variante de FVIla Q250C.

15. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde dichos polipéptidos de FVlla son variantes de
FVlla con dominios GLA optimizados, por ejemplo combinaciones de Y4 (insercion), P10Q, K32E, D33F, D33E, y A34E.

16. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde dichos polipéptidos de FVlla son variantes de
FVlla con mayor actividad proteolitica intrinseca, por ejemplo M298Q FVila, V158D/E296V/M298Q FVIla,
V158D/E296V/M298Q/K337A FVlla, F374Y/L305V-FVlla, F374Y/L305V/S314E/K337A-FVlla, F374Y/L305V/S314E-
FVlla, F374Y/L305V/K337A-FVlla, L305V/K337A-FViIla, V158D/E296V/M298Q/L305V-FVlla,
V158D/E296V/M298Q/L305V/K337A-FVlla, V158T/M298Q-FVlla, E296V/M298Q-FVlla, V158D/E296V-FVIla,
V158D/M298Q-FVIla y sus variantes 407C.

17. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-15, donde dicha variante de FVlla se selecciona del grupo
compuesto por L305V-FVlla, L305V/M306D/D309S-FVlla, L305I-FVlla, L305T-FVlla, F374P-FVila, V158T/M298Q-
FVlla, V158D/E296V/M298Q-FVIla, K337A-FVlla, M298Q-FVlla, V158D/M298Q-FVlla, L305V/K337A-FVlla,
V158D/E296V/M298Q/L305V-FVlla, V158D/E296V/M298Q/K337A-FVila, V158D/E296V/M298Q/L305V/K337A-FVlla,
K157A-FVlla, E296V-FVlla, E296V/M298Q-FVlla, V158D/E296V-FVlla, V158D/M298K-FVIla, S336G-FVlla,
L305V/K337A-FVlla, L305V/V158D-FVlla, L305V/E296V-FVlla, L305V/M298Q-FVlla, L305V/V158T-FVila,
L305V/K337A/NV158T-FVlla, L305V/K337A/M298Q-FVlla, L305V/K337A/E296V-FVIla, L305V/K337A/NV158D-FVlla,
L305V/V158D/M298Q-FVlla, L305V/V158D/E296V-FVlla, L305V/V158T/M298Q-FVlla, L305V/V158T/E296V-FVlla,
L305V/E296V/M298Q-FVIla, L305V/V158D/E296V/M298Q-F Vlla, L305V/V158T/E296V/M298Q-FVIla,
L305V/V158T/K337A/M298Q-FVlla, L305V/V158T/E296V/K337A-FVlla, L305V/V158D/K337A/M298Q-FVIla,
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L305V/V158D/E296V/K337A-FVlla, L305V/V158D/E296V/M298Q/K337A-FVlla, L305V/V158T/E296V/M298Q/K337A-
FVlla, S314E/K316H-FVlla, S314E/K316Q-FVlla, S314E/L305V-FVlla, S314E/K337A-FVlla, S314E/V158D-FVlia,
S314E/E296V-FVlla, S314E/M298Q-FVlla, S314E/V158T-FVlla, K316H/L305V-FVlla, K316H/K337A-FVlla,
K316H/V158D-FVlla, = K316H/E296V-FVIla, K316H/M298Q-FVlla, @ K316H/V158T-FVlla, K316Q/L305V-FVlla,
K316Q/K337A-FVlla, K316Q/V158D-FVlla, K316Q/E296V-FVlla, K316Q/M298Q-FVlla, K316Q/\V158T-FVillia,
S314E/L305V/K337A-FVlla, S314E/L305V/V158D-FVlla, S314E/L305V/E296V-FVlla, S314E/L305V/M298Q-FVlla,
S314E/L305V/V158T-FVlla, S314E/L305V/K337A/V158T-FVlia, S314E/L305V/K337A/M298Q-FVlla,
S314E/L305V/K337A/E296V-FVilla, S314E/L305V/K337AN158D-FVlia, S314E/L305VN158D/M298Q-FVila,
S314E/L305V/V158D/E296V-FVlia, S314E/L305VN158T/M298Q-FVlla, S314E/L305V/V158T/E296V-FVlia,
S314E/L305V/E296V/M298Q-FVlla, S314E/L305V/V158D/E296V/M298Q-FVlla, S314E/L305V/V158T/E296V/M298Q-
FVlila, S314E/L305V/V158T/K337A/M298Q-FVlla, S314E/L305V/V158T/E296V/K337A-FVlla,
S314E/L305V/V158D/K337A/M298Q-FVilla, S314E/L305V/V158D/E296V/K337A-FVlla,
S314E/L305V/V158D/E296V/M298Q/K337A-FVlla, S314E/L305V/V158T/E296V/M298Q/K337A-FVlla,
K316H/L305V/K337A-FVlla, K316H/L305V/V158D-FVlla, K316H/L305V/E296V-FVlla, K316H/L305V/M298Q-FVlla,
K316H/L305V/V158T-FVlla, K316H/L305V/K337A/V158T-FVilla, K316H/L305V/K337A/M298Q-FVilla,
K316H/L305V/K337A/E296V-FVIla, K316H/L305V/K337A/N158D-FVlla, K316H/L305V/V158D/M298Q-FVlla,
K316H/L305V/V158D/E296V-FVlla, K316H/L305V/V158T/M298Q-FVlia, K316H/L305V/V158T/E296V-FVlla,
K316H/L305V/E296V/M298Q-FVIla, K316H/L305V/V158D/E296V/M298Q-FVlla, K316H/L305VN158T/E296V/M298Q-
FVlila, K316H/L305V/V158T/K337A/M298Q-FVilla, K316H/L305V/V158T/E296V/K337A-FVlla,
K316H/L305V/V158D/K337A/M298Q-FVilla, K316H/L305V/V158D/E296V/K337A-FVlia,
K316H/L305V/V158D/E296V/M298Q/K337A-FVlla, K316H/L305V/V158T/E296V/M298Q/K337A-FVlla,
K316Q/L305V/K337A-FVlla, K316Q/L305V/V158D-FVlla, K316Q/L305V/E296V-FVlla, K316Q/L305V/M298Q-FVlia,
K316Q/L305V/V158T-FVlia, K316Q/L305V/K337A/V158T-FVlia, K316Q/L305V/K337A/M298Q-FVlla,
K316Q/L305V/K337A/E296V-FVlla, K316Q/L305V/K337A/NV158D-FVlia, K316Q/L305V/V158D/M298Q-FVIla,
K316Q/L305V/V158D/E296V-FVlia, K316Q/L305V/V158T/M298Q-FVlla, K316Q/L305V/V158T/E296V-FVIla,
K316Q/L305V/E296V/M298Q-FVlla, K316Q/L305V/V158D/E296V/M298Q-FVlla, K316Q/L305V/V158T/E296V/M298Q-
FVlila, K316Q/L305V/V158T/K337A/M298Q-FVlla, K316Q/L305V/V158T/E296V/K337A-FVlla,
K316Q/L305V/V158D/K337A/M298Q-FVlla, K316Q/L305V/V158D/E296V/K337A FVlila,
K316Q/L305V/V158D/E296V/M298Q/K337A-FVlla, K316Q/L305V/V158T/E296V/M298Q/K337A-FVlla y sus variantes
407C.

18. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, donde dichos polipéptidos de FVlla estan pegilados.

19. Compuesto que consiste en una combinaciéon de albumina de suero humano o una variante de la misma y un
compuesto de FVIla multimérico o dimérico, segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores.

20. Composicion farmacéutica que contiene un compuesto, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-19 y un portador
o excipiente farmacéuticamente aceptable.

21. Uso de un compuesto, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-19, para la produccion de un medicamento para el
tratamiento de trastornos de sangrado o episodios de sangrado en un sujeto o para la mejora del sistema hemostatico
normal.

22. Método para la preparacion de un compuesto, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-19, dicho método consta
de las siguientes etapas:

a) sintesis y purificacion de dichos polipéptidos de FVlla;

b) sintesis de dicho compuesto por acoplamiento de dichos polipéptidos de FVlla;

c) aislamiento de dicho compuesto de FVlla multimérico o dimérico.

23. Método para la preparacion de un compuesto, segun cualquiera de las reivindicaciones 1-19, dicho método consta
de las siguientes etapas:

a) sintesis y purificacion de dichos polipéptidos de FVlla;

b) reduccion selectiva del residuo de cisteina en los polipéptidos de FVlla que van a unirse;

c) sintesis de dicho compuesto de FVlla multimérico o dimérico por acoplamiento de dichos polipéptidos de FVlla con
residuos de cisteina reducida en presencia de un enlace activado;

d) aislamiento de dicho compuesto de FVIla multimérico o dimérico.
24. Método segun la reivindicacion 23, donde el paso b) incluye reduccién selectiva del residuo de cisteina en el

polipéptido de FVlla por reaccion con un tampon redox o un agente reductor como la triarilfosfina.
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Unidades de fluorescencia {27 5/325 nii}
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Figura 8
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Figura 9
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