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DESCRIPCION
Factor de coagulacion Vlla modificado con semivida prolongada
Campo de la invencion:

La presente invencién se refiere al campo de polipéptidos de Factor VII (FVII) y Factor Vlla (FVlla) enlazados con
albumina. Mas especificamente, la invencién se refiere a secuencias de ADNc que codifican el Factor VIl y el Factor
Vlla humanos y derivados, fusionados genéticamente con un ADNc que codifica seroalbimina humana, en donde al
menos uno de tales polipéptidos de Factor VII o Factor Vlla esta localizado en el extremo N-terminal de la proteina
de fusién y en donde un enlazador peptidico separa el resto del Factor VIl o del Factor Vlla en el extremo N-terminal
de la proteina de fusion del resto de albumina, comprendiendo dicho enlazador al menos 25 aminoéacidos y unidades
de repeticién que comprenden glicina y serina, y a procedimientos para la preparaciéon de tales proteinas recombi-
nantes y sus derivados. La invencion también incluye un vector de transferencia para uso en terapia génica humana
que comprende tales secuencias de ADN modificadas.

Antecedentes de la invencion:
Factor Vil y Factor Vlla

La hemofilia A es un trastorno hemorragico hereditario. Es el resultado de una carencia del Factor VIl de la coagula-
cion sanguinea, ligada al cromosoma X y afecta casi exclusivamente a varones con una incidencia de entre uno y
dos individuos por cada 10.000. El defecto del cromosoma X es transmitido por mujeres portadoras no siendo ellas
mismas hemofilicas. La manifestacion clinica de la hemofilia A es un aumento de la tendencia a la hemorragia. Antes
de la introduccién del tratamiento con concentrados de Factor VI, la esperanza media de vida de una persona con
hemofilia grave era menos de 20 afnos. El uso de concentrados de Factor VIII procedentes del plasma y posterior-
mente de formas recombinantes del Factor VIIl, ha mejorado considerablemente la situacién de los pacientes con
hemofilia, incrementando en gran medida la esperanza media de vida, proporcionando a la mayoria de ellos la posi-
bilidad de tener una vida mas o menos normal. La hemofilia B que es 5 veces menos prevalente que la hemofilia A
esta causada por un Factor IX no funcional o ausente y se trata con concentrados de Factor IX procedentes del
plasma o una forma recombinante de Factor IX. Tanto en la hemofilia A como en la hemofilia B, el problema médico
mas grave en el tratamiento de la enfermedad es la generacion de aloanticuerpos contra los factores de sustitucion.
Hasta un 30% de todos los pacientes con hemofilia A desarrollan anticuerpos contra el Factor VIII. Los anticuerpos
contra el Factor IX se producen en menor medida pero con consecuencias mas graves, ya que son menos suscepti-
bles a una terapia de induccién de tolerancia inmune.

El modelo actual de coagulacion establece que el agente fisiolégico desencadenante de la coagulacién es la forma-
cién de un complejo entre el Factor tisular (FT) y el Factor Vlla (FVIla) en la superficie de células que expresan FT,
que se encuentran normalmente fuera del sistema vascular. Esto conduce a la activacion del Factor IX y el Factor X
que generan a la larga cierta cantidad de trombina. En un bucle de retroalimentacion positiva, la trombina activa el
Factor VIl y el Factor IX, la denominada via "intrinseca" de la cascada de coagulacién de la sangre, amplificando de
este modo la generacion de Factor Xa, que es necesario para la generacion de una rafaga de trombina completa pa-
ra lograr la hemostasia completa. Se mostr6 que mediante la administracién de concentraciones suprafisiolégicas de
Factor Vlla, se consigue una hemostasia evitando la necesidad de Factor Vllla y Factor IXa. La clonaciéon del ADNc
del Factor VIl (documento US 4.784.950) hizo posible el desarrollo de Factor VIl activado como agente farmacéutico.
El Factor Vlla se administr6 con éxito por primera vez en 1988. Desde entonces el niumero de indicaciones de Factor
Vlla ha crecido de manera constante mostrando que tiene potencial para convertirse en un agente hemostatico uni-
versal para detener el sangrado (Erhardtsen, 2002). Sin embargo, la corta semivida del Factor Vlla de aproximada-
mente 2 horas, esté limitando su aplicacion.

FVII es una glicoproteina de cadena unica con un peso molecular de aproximadamente 50 kDa, que es secretada
por las células hepaticas en el torrente sanguineo como un zimdgeno inactivo de 406 aminoacidos. Contiene 10 re-
siduos de acido y-carboxi-glutamico (posiciones 6, 7, 14, 16, 19, 20, 25, 26, 29 y 35) localizados en el dominio Gla
N-terminal de la proteina. Los residuos Gla requieren vitamina K para su biosintesis. Dos dominios de factor de cre-
cimiento epidérmico seguidos por un dominio de proteasa de serina de tipo tripsina, se encuentran en posicion C-
terminal con respecto al dominio Gla. Otras modificaciones postraduccionales de FVII incluyen la hidroxilacion (Asp
63), glicosilacién de tipo N (Asn145 y Asn322) asi como de tipo O (Ser52 y Ser60).

FVII se convierte en su forma activa Factor Vlla mediante proteolisis del enlace peptidico Unico en Arg152-lle153
que conduce a la formacién de dos cadenas polipeptidicas, una cadena ligera N-terminal (24 kDa) y una cadena pe-
sada C-terminal (28 kDa), que se mantienen unidas por un puente disulfuro. En contraste con otros factores de coa-
gulacion dependientes de la vitamina K, no se ha descrito para FVII un péptido de activacién, que se escinde duran-
te la activacién de estos otros factores de coagulacion dependientes de la vitamina K. El sitio de escisién Arg152-
lle153 y algunos aminoacidos aguas abajo muestran homologia con el sitio de escision para la activacion de otros
polipéptidos dependientes de vitamina K.

Para la consecucién de la conformacioén activa del Factor Vlla, es esencial la formacién de un puente salino después
de la escision para activacion entre lle153 y Asp343. La escision para activacion del Factor VIl se puede conseguir in
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vitro con el Factor Xa, Factor Xlla, Factor IXa, Factor Vlla, proteasa activadora del factor siete (FSAP) y trombina.
Mollerup et al. (Biotechnol. Bioeng. (1995) 48: 501-505) informaron que también tiene lugar alguna escisién en la ca-
dena pesada en Arg290 y/o Arg315.

El Factor VIl esta presente en el plasma en una concentracion de 500 ng/ml. Un 1%, por ejemplo 5 ng/ml de Factor
VIl esta presente como Factor Vlla. La semivida plasmatica del Factor VIl se encontré que era de aproximadamente
4 horas y la del Factor Vlla de aproximadamente 2 horas. Aunque la semivida del Factor Vlla de 2 horas es compa-
rativamente larga para un factor de coagulacién activado (que para otros factores de coagulacion activados es mas
del orden de minutos, debido a una inhibicion irreversible con serpinas como antitrombina 1ll), sin embargo, esto
constituye un grave inconveniente para el uso terapéutico del Factor Vlla, puesto que conlleva la necesidad de
multiples inyecciones i.v. 0 una infusién continua para conseguir la hemostasia. Esto da lugar a un tratamiento muy
costoso e incomodidad para el paciente. Hasta ahora no esta disponible comercialmente ninguna preparacion far-
macéutica de un Factor Vlla con una semivida plasmatica mejorada, ni se ha publicado ningin dato que muestre va-
riantes de FVII/FVIla con una semivida prolongada in vivo. Como el Factor VII/Vlla tiene el potencial de poder ser uti-
lizado como un agente hemostatico universal, todavia existe una gran necesidad médica de desarrollar formas del
Factor Vlla que tengan una semivida funcional in vivo mas larga.

Ballance et al. (documento WO 01/79271) describe polipéptidos de fusidon de multiples proteinas terapéuticas dife-
rentes o variantes y/o fragmentos de dichas proteinas terapéuticas que, cuando se fusionan con seroalbumina
humana o variantes y/o fragmentos de dicha albumina, tendran probablemente una semivida funcional incrementada
in vivo y una vida Util prolongada. Se describen largas listas de potenciales parejas de fusiéon sin mostrar con datos
experimentales para casi la totalidad de estas proteinas que los respectivos polipéptidos fusionados con albimina,
realmente conservan la actividad bioldgica de la pareja de fusion proteica terapéutica y tienen propiedades mejora-
das. Segun el documento WO 01/79271, ademas, cada miembro de la lista de proteinas terapéuticas se puede fu-
sionar con orientaciones muy diferentes con la albumina, por ejemplo, dos moléculas de la proteina terapéutica fu-
sionada una con el extremo N-terminal y la otra con el extremo C-terminal de la albimina, o una molécula de la pro-
teina terapéutica fusionada con el extremo N-terminal o C-terminal de la albimina, o también multiples regiones de
cada proteina fusionadas con multiples regiones de la otra. Entre las multiples proteinas terapéuticas enumeradas
en el documento WO 01/79271 como potenciales parejas fusionadas con albumina, estan el Factor IX y FVII/FVlla
aunque no se proporcionan evidencias experimentales de principio para ninguna de ambas proteinas. Balance et al.
tampoco describen ni hacen alusion al uso de un enlazador que comprende al menos 25 aminoacidos de longitud y
unidades de repeticién que comprenden glicina y serina.

Sheffield expresé un polipéptido fusionado de albumina y Factor IX (un factor de protrombina que consistia en 415
aminoacidos) y mostré en experimentos farmacocinéticos que el comportamiento de aclaramiento del polipéptido fu-
sionado de albumina y Factor IX en conejos se parecia mas al del Factor IX que al de la albumina, mostrando solo
un ligero aumento de la semivida terminal (menos de dos veces) (Sheffield WP et al. (2004) Br. J. Haematol.
126:565-573).

En vista de los resultados de Sheffield y debido a la alta homologia entre los Factores IX y VII (ambos son factores
de protrombina dependientes de vitamina K) y su tamafio comparable, un experto en la técnica asumiria que tampo-
co el Factor VII se beneficiaria de una fusién con albumina en términos de semivida funcional in vivo.

El problema técnico subyacente de la presente invencién era por tanto desarrollar proteinas de fusion funcionales
FVlla-albumina, que conservaran la actividad biolégica y mostraran un aumento de la semivida funcional in vivo.

En este sentido, la actividad biolégica de un polipéptido de Factor VII/Vlla se refiere a su capacidad para activar los
Factores de coagulacion IX 'y X en presencia de factor tisular después de que el mismo haya sido activado.

La semivida plasmatica funcional in vivo se refiere a la semivida de la actividad biolégica del polipéptido de fusion
Factor VII/Vlla una vez que se inyecta en el plasma. El plasma es preferiblemente plasma humano.

Encontramos que los polipéptidos enlazados con albimina que comprenden al menos un polipéptido de Factor VIl o
de Factor Vlla o un fragmento o una variante de los mismos, fusionado con albimina, o un fragmento o una variante
de la misma, en donde al menos una molécula de Factor VIl o de Factor Vlla se encuentra en el extremo N-terminal
de la proteina de fusién, estan dando lugar a polipéptidos de fusion con un resto de Factor VII/Factor Vlla bioldgica-
mente activo.

Un aspecto de la invencion es, por lo tanto, proteinas de fusién biolégicamente activas en las que polipéptidos del
Factor VII/Vlla estan fusionados con el extremo N-terminal de seroalbumina humana en donde un enlazador peptidi-
co separa el resto del Factor VIl o del Factor Vlla en el extremo N-terminal de la proteina de fusion, del resto de la
albumina, comprendiendo dicho enlazador al menos 25 aminoacidos y unidades de repeticion que comprenden glici-
na y serina. Las proteinas de fusion muestran al menos 25%, preferiblemente mas de 40%, incluso méas preferible-
mente mas de 70% y lo mas preferiblemente mas de 90% de la actividad especifica y molar del Factor VII/Vlla de ti-
po silvestre.

Ademas, sorprendentemente se ha encontrado que en contraste con fusiones del Factor IX con el extremo N-
terminal de seroalbdmina humana, segun lo publicado por Sheffield, las fusiones de albumina y Factor VII/Vlla con el

3



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2504517713

extremo N-terminal de la seroalbimina humana, condujeron a proteinas de fusion de Factor VII/FVlla, que no solo
conservaban la actividad biologica de Factor VII/FVlla, sino que también presentaban una prolongacion significativa
de la semivida plasmatica funcional del Factor VII/Vlla in vivo.

La expresion de estructuras artificiales fusionadas con albdimina con un resto deseado de FVII/FVlla en el extremo
C-terminal de la albdmina, no dio resultado porque las proteinas fusionadas con albimina expresadas no se secre-
taban como moléculas intactas. Después de la transicion a través de la membrana celular, se observé una escision
en una molécula madura de FVII/FVIla, la cual debido a una gama-carboxilacién defectuosa, tenia una actividad es-
pecifica y molar reducida, y un resto de albumina con el polipéptido FVII fijado a su extremo C-terminal. Por tanto, se
observd que, en contraste con la descripcion de Ballance et al., solo una fusién del resto FVII/FVlla con el extremo
N-terminal de la seroalbumina humana da como resultado una proteina de fusion con las propiedades biol6gicas de-
seadas, respectivamente la conservacién de la actividad biolégica de FVII/FVIla y una semivida plasmatica incre-
mentada.

Un aspecto adicional de la invencién es por lo tanto proteinas de fusion biolégicamente activas en las que los po-
lipéptidos del Factor VII/Vlla estan fusionados con el extremo N-terminal de la albumina, lo que muestra una prolon-
gacion significativa de la semivida plasmatica funcional, en comparacion con el Factor VII/Vlla no fusionado. En rea-
lizaciones preferidas, los polipéptidos de fusién FVII/FVlla y albumina de la invencion que comprenden un polipépti-
do de FVII/FVIla, tienen una semivida funcional in vivo prolongada o de mayor duracién o un aumento de la actividad
terapéutica, en comparacion con la semivida in vivo o la actividad terapéutica de FVII/FVIla no fusionado.

Un aspecto de la invencién es por lo tanto FVII/FVlla fusionados con el extremo N-terminal de la albdmina lo que
prolonga la semivida plasmatica en comparacion con FVII/FVIla no fusionados, en al menos un 100%, preferente-
mente mas de 200%, incluso mas preferiblemente mas de 500%, mas preferiblemente mas de 1000%.

En un aspecto adicional sorprendente de la presente invencion, encontramos que polipéptidos de fusion FVII/FVlla 'y
albdmina sin un enlazador, mostraban una actividad biolégica significativamente reducida, mientras que polipéptidos
de fusién FVII/FVlla y albumina en el que los restos de FVII/FVIla estan separados de la albumina por un enlazador,
muestran un aumento de la actividad biolégica de FVII/FVIla que depende de la longitud del enlazador. La porcién
peptidica del Factor VII o Factor Vlla se acopla con la porciéon de albimina a través de un enlazador peptidico, per-
mitiendo de este modo que la molécula de fusién adopte una conformacién que permite una actividad especifica y
molar mas alta en comparaciéon con una molécula de fusion sin tal secuencia enlazadora.

Por lo tanto un aspecto adicional de la invencién son polipéptidos de fusién Factor VII/Vila y aloimina que compren-
den un péptido enlazador entre el resto de Factor VII/Vlla y el extremo N-terminal de la albimina, los cuales tienen
una actividad bioldgica incrementada de Factor VII/Vlla, por ejemplo, medida como actividad especifica y molar, en
comparacién con proteinas de fusion Factor VII/Vlla sin tales enlazadores, comprendiendo dicho enlazador al menos
25 aminoacidos y unidades de repeticién que comprenden glicina y serina. El aumento de la actividad especifica y
molar de las proteinas de fusién en las que el resto del Factor VII/Vlla esta fusionado con el extremo N-terminal de la
albumina a través de un enlazador peptidico, en comparacién con proteinas de fusion correspondientes sin un enla-
zador de este tipo, es de al menos 25%, preferiblemente al menos 50% y mas preferiblemente al menos el 100%.
Estos polipéptidos de fusion Factor VII/Vlla y albumina que son portadores de enlazador también presentan una se-
mivida funcional incrementada in vivo, en comparacién con FVlla de tipo silvestre. Sin embargo, enlazadores quimi-
cos o sistemas de enlazador tales como, sin limitacién, avidina-biotina funcionaran de forma similar, siempre y cuan-
do se introduzcan distancias comparables entre el resto del Factor VII/FVlla y el resto de albdmina. A continuacion,
la expresion "péptido enlazador" o similares incluirdn otros medios enlazadores funcionales de este tipo, en caso
adecuado.

La invencion incluye polipéptidos terapéuticos de Factor VII/Vlla enlazados con el extremo N-terminal de la albdmina
y en los que la proteina de fusién tiene una actividad biolégica de Factor VII/Vlla 'y en los que un enlazador peptidico
separa el resto del Factor VIl o Factor Vlla en el extremo N-terminal de la proteina de fusion del resto de la albdmina,
comprendiendo dicho enlazador al menos 25 aminoacidos y unidades de repeticion que comprenden glicina y serina,
composiciones, composiciones farmacéuticas, formulaciones y kits. La invencion también incluye el uso de dichos
polipéptidos terapéuticos enlazados con albumina en ciertas indicaciones médicas. La invencion también incluye
moléculas de acido nucleico que codifican los polipéptidos enlazados con albumina de la invencién, asi como vecto-
res que contienen estos acidos nucleicos, células hospedadoras transformadas con estos acidos nucleicos y vecto-
res, y métodos para preparar los polipéptidos enlazados con albimina de la invencién empleando estos acidos nu-
cleicos, vectores y/o las células hospedadoras.

Otro objeto de la invencion es proporcionar un método para tratar pacientes con trastornos de la coagulacion. El
método comprende la etapa de administrar una cantidad eficaz del polipéptido de FVII/FVlla enlazado con albdmina
fusionado con albumina, en donde al menos uno de tales polipéptidos del Factor VIl o Factor Vlla esta localizado en
el extremo N-terminal de la proteina de fusion y en donde la proteina de fusion tiene actividad bioldgica de Factor
VII/Vlla'y en donde un enlazador peptidico separa el resto del Factor VII o Factor Vlla en el extremo N-terminal de la
proteina de fusién del resto de la albumina, comprendiendo dicho enlazador al menos 25 aminoacidos y unidades de
repeticion que comprenden glicina y serina.
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Otro objeto de la invencion es proporcionar una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de poli-
nucleétidos que codifica un polipéptido de Factor VII/Vlla enlazado con albumina que comprende un péptido de Fac-
tor VIl o Factor Vlla en donde al menos uno de tales polipéptidos del Factor VII o Factor Vlla esta localizado en el
extremo N-terminal de la proteina de fusion y en donde la proteina de fusién tiene una actividad biolégica de Factor
VII/Vlla y en donde un enlazador peptidico separa el resto del Factor VIl o Factor Vlla en el extremo N-terminal de la
proteina de fusion, del resto de albumina, comprendiendo dicho enlazador al menos 25 aminoacidos y unidades de
repeticion que comprenden glicina y serina, asi como un vector que comprende una molécula de acido nucleico de
este tipo. Dicha secuencia de acido nucleico que codifica la proteina de fusion se encuentra en el extremo 3' de una
secuencia de acido nucleico que codifica un propéptido que media en la carboxilacion gamma de la parte fusionada
del Factor VlI/Vlla.

La invencion también proporciona un método para la preparacion de un polipéptido de Factor VII/FVlla enlazado con
albumina que comprende un Factor VIl o Factor Vlla y albdmina, en donde al menos uno de tales polipéptidos de
Factor VIl o Factor Vlla esta localizado en el extremo N-terminal de la proteina de fusién y en donde la proteina de
fusioén tiene actividad biol6gica de Factor VII/Vlla y en donde un enlazador peptidico separa el resto del Factor VIl o
Factor Vlla en el extremo N-terminal de la proteina de fusién, del resto de albimina, comprendiendo dicho enlazador
al menos 25 aminoacidos y unidades de repeticion que comprenden glicina y serina, en donde el método compren-
de:

(a) proporcionar un acido nucleico que comprende una secuencia de nucleotidos que codifica el polipéptido
de Factor VII/Vlla enlazado con albumina que se puede expresar en una célula de mamifero;

(b) expresar el acido nucleico en el organismo para formar un polipéptido de Factor VII/Vlla enlazado con
albimina; y

(c) purificar el polipéptido de Factor VII/Vlla enlazado con albdmina.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a polipéptidos fusionados con albimina y a métodos para tratar, pre-
venir o mejorar enfermedades o trastornos. Tal y como se usa en este documento, "polipéptido de fusién Factor
VII/Vlla y albumina" se refiere a un polipéptido formado por la fusién de al menos una molécula de Factor VII/Vila
con el extremo N-terminal de al menos una molécula de albumina, estando separados ambos restos a través de un
enlazador peptidico, comprendiendo dicho enlazador al menos 25 aminoéacidos y unidades de repeticion que com-
prenden glicina y serina.

Segun el documento WO 01/79271 un polipéptido fusionado con albdimina que comprende FVII/FVlla se puede utili-
zar como un agente terapéutico en las indicaciones de "trastornos de sangrado”, "hemofilia A y B", "trastornos hepa-
ticos" y "episodios hemorragicos relacionados con cirugia".

Otro aspecto de la invencion es que un polipéptido fusionado con albumina que comprende FVII/FVlla se puede em-
plear también terapéuticamente en otras indicaciones. Las indicaciones mas preferidas son "episodios hemorragicos
y cirugia en pacientes con hemofilia heredada o adquirida con inhibidores de Factores de la coagulacion (FVIII o
FIX)", "reversion de déficits de la hemostasia desarrollados como consecuencia de tratamientos con farmacos tales
como farmacos antiplaquetarios o farmacos anticoagulantes", "mejora de la hemostasia secundaria”, "déficits de la
hemostasia desarrollados durante infecciones o durante enfermedades tales como la carencia de vitamina K o en-

fermedad hepatica grave", "reseccion hepatica", "déficits de la hemostasia desarrollados como consecuencia de

mordeduras de serpientes", "hemorragias gastrointestinales", "trauma", "consecuencias de una transfusién masiva
(coagulopatia dilucional)", "carencias de factores de coagulacion distintos de FVIIl y FIX", "VWD", "carencia de FI",
"carencia de FV", "carencia de FVII", "carencia de FX", "carencia de FXIII", "SUH", "enfermedades plaquetarias
heredadas o adquiridas y trastornos como trombocitopenia, ITP, TTP, sindrome de HELLP, sindrome de Bernard-
Soulier, trombastenia de Glanzmann, “HIT”, "sindrome de Chediak-Higahi", "sindrome de Hermansky-Pudlak",

"sindrome de Rendu-Osler", "purpura de Henoch-Schonlein" y "curaciéon de heridas".
Descripcion detallada de la invencion:

Es un objeto de la presente invencién proporcionar Factor VIl humano y Factor Vlla humano fusionados con el ex-
tremo N-terminal de albumina humana, en donde la proteina de fusion tiene actividad biolégica de Factor VII/Vlla y
en donde un enlazador peptidico separa el resto del Factor VIl o Factor Vlla, en el extremo N-terminal de la proteina
de fusion, del resto de la albumina, comprendiendo dicho enlazador al menos 25 aminoacidos y unidades de repeti-
cién que comprenden glicina y serina con una semivida funcional in vivo prolongada, en comparacién con el Factor
VIl humano y el Factor Vlla humano. Otro objeto de la invencidon es proporcionar Factor VII humano y Factor Vlla
humano fusionados con el extremo N-terminal de albimina humana, en donde la proteina de fusién tiene actividad
biolégica de Factor VII/VIla y en donde un enlazador peptidico separa el resto del Factor VII o Factor Vlla en el ex-
tremo N-terminal de la proteina de fusién, del resto de la albumina, comprendiendo dicho enlazador al menos 25
aminoacidos y unidades de repeticién que comprenden glicina y serina con actividad especifica y molar incrementa-
da.

Las expresiones, seroalbumina humana (SAH) y albimina humana (AH) se utilizan indistintamente en este docu-
mento. Los términos "albumina" y "seroalbimina” son mas amplios, e incluyen seroalbumina humana (y fragmentos
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y variantes de la misma), asi como albumina de otras especies (y fragmentos y variantes de las mismas). En lugar
de la albumina también se pueden utilizar otras proteinas similares a la albdmina, tales como, sin limitacion, alfa-
fetoproteina humana (como se describe en el documento WO 2005/024044), asi como sus fragmentos funcionales o
variantes.

Tal como se usa en el presente documento, "albumina" se refiere en conjunto a un polipéptido o a una secuencia de
aminoacidos de albumina, o a un fragmento o una variante de albumina, que tiene una o varias actividades funciona-
les (por ejemplo, actividades biolégicas) de la aloumina. En particular, "albumina" se refiere a albumina humana o a
fragmentos de la misma, especialmente la forma madura de la albumina humana, como se muestra en SEQ ID NO:
22 en el presente documento, o a albumina de otros vertebrados o a fragmentos de la misma, o a analogos o varian-
tes de estas moléculas o fragmentos de las mismas.

La porcion de albimina de los polipéptidos enlazados con albimina puede comprender la secuencia de longitud
completa de la AH, tal y como se ha descrito anteriormente, o puede incluir uno o varios fragmentos de la misma que
son capaces de estabilizar o prolongar la actividad terapéutica. Tales fragmentos pueden tener una longitud de 10 o
mas aminoacidos o pueden incluir aproximadamente 15, 20, 25, 30, 50 o mas aminodacidos contiguos procedentes
de la secuencia de AH o pueden incluir parte o la totalidad de los dominios de AH.

La porcién de albumina de los polipéptidos enlazados con albimina de la invencién puede ser una variante de AH
normal. La porcién proteica del Factor VIl de los polipéptidos enlazados con albdumina de la invenciéon también pue-
den ser variantes de los polipéptidos del Factor VII, tal y como se describe en el presente documento. El término "va-
riantes” incluye inserciones, deleciones y sustituciones, ya sean conservadoras o no conservadoras, en donde tales
cambios no alteran sustancialmente el sitio activo o el dominio activo que proporciona las actividades terapéuticas
de los polipéptidos del Factor VII.

En particular, los polipéptidos enlazados con albimina de la invencién pueden incluir variantes polimérficas de ori-
gen natural de albumina humana y fragmentos de albimina humana. La albumina se puede obtener a partir de cual-
quier vertebrado, especialmente de cualquier mamifero, por ejemplo, ser humano, vaca, oveja o cerdo. Las albumi-
nas de animales no mamiferos incluyen, pero sin limitacién, gallina y salmén. La porcion de albumina del polipéptido
enlazado con albumina puede ser de un animal diferente que la porcién de FVII/FVlla.

En términos generales, un fragmento de albumina o una variante tendré una longitud de al menos 20, preferiblemen-
te al menos 40, mas preferiblemente mas de 70 aminodacidos. La variante de albumina puede consistir preferente-
mente en, o puede comprender alternativamente, al menos un dominio completo de la albumina o fragmentos de di-
chos dominios, por ejemplo, los dominios 1 (aminoacidos 1-194 de SEQ ID NO: 22), 2 (aminoacidos 195-387 de
SEQ ID NO: 22), 3 (aminoacidos 388-585 de SEQ ID NO: 22), 1 + 2 (1-387 de SEQ ID NO: 22), 2 + 3 (195-585 de
SEQ ID NO: 22) 0 1 + 3 (aminoacidos 1-194 de SEQ ID NO: 22 + aminoacidos 388-585 de SEQ ID NO: 22). Cada
dominio se compone de dos subdominios homélogos, a saber, 1-105, 120-194, 195-291, 316-387, 388-491 y 512-
585, con regiones enlazadoras flexibles entre los subdominios que comprende los residuos Lys106 a Glu119,
Glu292 a Val315 y Glu492 a Ala511.

La porcion de albumina de un polipéptido fusionado con albimina de la invencién puede comprender al menos un
subdominio o un dominio de AH o modificaciones conservadoras del mismo.

La invencion se refiere a un polipéptido de Factor VIl o Factor Vlla modificado, que comprende unir el polipéptido del
Factor VII o del Factor Vlla con el extremo N-terminal de un polipéptido de albdmina, en donde la proteina de fusion
tiene actividad biologica de Factor VII/Vlla y en donde un enlazador peptidico separa el resto de Factor VIl o de Fac-
tor Vlla en el extremo N-terminal de la proteina de fusién, del resto de albumina, comprendiendo dicho enlazador 25
aminoacidos y unidades de repeticién que comprenden glicina y serina, de tal manera que el polipéptido modificado
de Factor VIl o de Factor Vlla tiene una semivida funcional incrementada in vivo, en comparacion con el polipéptido
de Factor VIl o de Factor Vlla que no esta enlazado con albimina, o de modo que la actividad especifica y molar de
Factor VII/Vlla fusionado con albimina con un enlazador peptidico intercalado, es superior que la actividad especifi-
ca y molar de FVII/FVlla fusionado con albimina sin un enlazador peptidico intercalado.

El “Factor VII/VIla” tal como se utiliza en esta solicitud significa un polipéptido terapéutico que consiste ya sea en la
forma no activada (Factor VII) o la forma activada (Factor Vlla) o en mezclas de las mismas. "Factor VII/VIla" bajo la
definicion anterior, incluye polipéptidos que tienen la secuencia de aminoacidos del Factor VII/Vlla humano natural.
También incluye polipéptidos con una secuencia de aminoacidos ligeramente modificada, por ejemplo, un extremo
N-terminal o C-terminal modificado que incluye deleciones o adiciones de aminoacidos terminales, siempre que esos
polipéptidos conserven sustancialmente la actividad biolégica de Factor Vlla. "Factor VII" bajo la definicion anterior
también incluye variaciones alélicas naturales que pueden existir y ocurrir de un individuo a otro. "Factor VII" bajo la
definicién anterior incluye ademas variantes de FVII/FVlla. Dichas variantes difieren en uno o varios residuos de
aminoacidos de la secuencia de tipo silvestre. Ejemplos de tales diferencias pueden incluir el truncamiento del ex-
tremo N-terminal y/o C-terminal mediante uno o varios residuos de aminoacido (por ejemplo, de 1 a 10 residuos de
aminoacidos), o la adiciéon de uno o varios residuos extra en el extremo N-terminal y/o C-terminal, asi como sustitu-
ciones conservadoras de aminoacidos, es decir, sustituciones realizadas dentro de grupos de aminoacidos con ca-
racteristicas similares, por ejemplo (1) aminoacidos pequefios, (2) aminoacidos acidos, (3) aminoacidos polares, (4)
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aminoacidos basicos, (5) aminoacidos hidrofobos y (6) aminoacidos aromaticos. Ejemplos de tales sustituciones
conservadoras se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 1
(1) | Alanina Glicina
(2) |Acido aspartico  Acido glutamico
(3a) |Asparagina Glutamina
(3b) |Serina Treonina
(4) |Arginina Histidina Lisina
(5) Isoleucina Leucina Metionina Valina
(6) |Fenilalanina Tirosina Triptéfano

Las proteinas de fusion muestran al menos 25%, preferiblemente mas de 40%, incluso mas preferiblemente mas de
70% y lo mas preferiblemente mas de 90% de la actividad especifica y molar del Factor VII/Vlla de tipo silvestre no
fusionado o del fragmento FVII/FVlla respectivo o una variante del mismo.

El polipéptido FVII/Vlla de la invenciéon unido a través de un enlazador peptidico intercalado, con el extremo N-
terminal de la albumina, tiene una actividad especifica y molar incrementada en comparacién con la actividad es-
pecifica y molar de una fusién homéloga de Factor VII/Vlla y albumina sin un enlazador peptidico intercalado. El au-
mento de la actividad especifica y molar del polipéptido Factor VII/Vlla enlazado con albdumina de la invencion, en
comparacion con la actividad especifica y molar de una fusion de Factor VII/VIla y albumina sin un enlazador pepti-
dico intercalado, es de al menos 25%, preferiblemente al menos 50%, mas preferiblemente al menos 100% y mas
preferiblemente al menos 200%. La actividad del Factor VII/Vlla es la capacidad para convertir el sustrato Factor X
en Factor Xa activo. La actividad de FVlla de un polipéptido Factor VIl/Vlla enlazado con albimina, se puede medir
preferentemente utilizando STACLOT®. La actividad especifica y molar, tal y como se usa en esta invencién signifi-
ca: Actividad tal y como se mide en un ensayo STACLOT® después de la activacion de la proteina de fusion FVII en-
lazado con albumina en Unidades Internacionales (Ul) por 100 Ul de antigeno de Factor VII/Vlla, medido con ELISA.

Los polipéptidos de FVII/FVIla enlazados con albumina de la invencion tienen una actividad especifica y molar al
menos 25% superior en comparacion con la fusién Factor VII/Vlla y albimina sin enlazador peptidico intercalado y
muestran una semivida funcional in vivo incrementada en comparacion con la forma no ligada del polipéptido Factor
VIl o Factor Vlla. La semivida funcional in vivo se puede determinar tal y como se muestra en Lindley et al. (Pharma-
cokinetics and pharmacodynamics of recombinant Factor Vlla, Clin. Pharmacol Ther. (1994) 55:638-648)

Los polipéptidos FVII/FVlla enlazados con albumina de la invenciéon tienen una actividad especifica y molar al menos
25% superior en comparacion con las proteinas de fusiéon Factor VII/Vlla y albimina sin enlazador peptidico interca-
lado y su semivida funcional in vivo generalmente se incrementa al menos 100%, preferiblemente al menos 200%,
aun mas preferiblemente al menos 500%, en comparacion con la forma no ligada del polipéptido de Factor VIl o Fac-
tor Vlla.

La semivida funcional in vivo de la forma de tipo silvestre del Factor VII humano es de aproximadamente 4 horas. La
semivida funcional de los polipéptidos de Factor VIl enlazados con albdmina de la invencién es por lo general de al
menos aproximadamente 8 horas, preferiblemente al menos aproximadamente 12 horas, mas preferiblemente al
menos aproximadamente 24 horas.

La semivida funcional in vivo de la forma de tipo silvestre del Factor Vlla humano es de aproximadamente 2 horas en
los seres humanos. La semivida funcional de los polipéptidos de Factor Vlla enlazados con albumina de la invencion
es por lo general de al menos aproximadamente 4 horas, preferiblemente al menos aproximadamente 6 horas, mas
preferiblemente al menos aproximadamente 12 horas.

De acuerdo con la invencion, el resto del Factor VII/VIla se acopla con el resto de albumina a través de un enlazador
peptidico. El enlazador es preferiblemente flexible y no inmunégeno y genera una distancia entre la albimina huma-
na y FVII/FVlla que minimiza la potencial interferencia entre los dos miembros de la fusiéon, dando como resultado
una actividad FVII/FVIla incrementada de la proteina de fusion. Enlazadores ejemplares incluyen (GGGGS)n 0
(GGGS)n 0 (GGS)N, en donde N es un numero entero mayor que o igual que 1 y en donde G representa glicinay S
representa serina. Estos aminoacidos pertenecen al grupo de los aminoacidos naturales y se escogieron como
ejemplos para todos los posibles aminoacidos naturales.

La invencion incluye ademas mutaciones adicionales dentro de la secuencia del polipéptido de Factor VII/Vlla, que
mejoran la actividad catalitica, prolongan la semivida plasmatica o modifican la interaccion con el Factor Tisular. Se
describen mutaciones particularmente atiles del Factor VIl en Shah et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 95:4229-
4234, en las que se citan mejoras en la funcién de las proteinas. Otras mutaciones utiles del Factor VII/VIla se expo-
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nen en la descripcion de la técnica anterior del documento de solicitud de patente Europea 04019485.4.

La invencién se refiere ademas a un polinucleétido que codifica un polipéptido de fusién Factor VII/Vlla y albdmina,
tal como se describe en esta solicitud. El término "polinucleétido(s)" se refiere generalmente a cualquier polirribonu-
cledtido o polidesoxirribonucleétido que puede ser ARN o ADN sin modificar o ARN o ADN modificado. El polinucle6-
tido puede ser de ADN monocatenario o bicatenario, ARN monocatenario o bicatenario. Tal y como se emplea en
esta memoria, el término "polinucleétido(s)" incluye también ADNs o ARNs que comprenden una o varias bases mo-
dificadas y/o bases inusuales, tales como inosina. Se apreciara que se puede realizar una variedad de modificacio-
nes en el ADN y el ARN que sirven para muchos fines utiles, conocidos por los expertos en la técnica. El término
"polinucleétido(s)", tal y como se emplea en este documento, incluye tales formas de polinucleétidos modificadas
quimica, enzimatica o metabdlicamente, asi como las formas quimicas de ADN y ARN caracteristicas de virus y
células, incluyendo, por ejemplo, células simples y complejas. El experto entendera que, debido a la degeneracién
del codigo genético, un polipéptido dado puede estar codificado por diferentes polinucleétidos. Estas "variantes”
estan incluidas en esta invencion.

Preferiblemente, el polinucleétido de la invencion es un polinucleétido aislado. El término polinucledtido "aislado” se
refiere a un polinucleétido que esta sustancialmente exento de otras secuencias de acido nucleico, tales como y sin
limitacion, otro ADN y ARN cromosdmico y extracromosémico. Los polinucleotidos aislados se pueden purificar a
partir de una célula hospedadora. Los métodos convencionales de purificacion de acido nucleico, conocidos por los
expertos en la técnica, se pueden utilizar para obtener polinucleétidos aislados. El término también incluye polinu-
cleétidos recombinantes y polinucleétidos sintetizados quimicamente.

Aun otro aspecto de la invencion es un plasmido o un vector que comprende un polinucleétido de acuerdo con la in-
vencién. Preferiblemente, el plasmido o el vector es un vector de expresién. En una realizacién particular, el vector
es un vector de transferencia para uso en terapia génica humana.

Todavia otro aspecto de la invencion es una célula hospedadora que comprende un polinucleétido de la invencion o
un plasmido o un vector de la invencién.

Las células hospedadoras de la invenciéon se pueden emplear en un método para producir un polipéptido de fusién
FVII/Vlla 'y albimina, el cual forma parte de esta invencién. El método comprende:

- cultivar células hospedadoras de la invencion en condiciones tales que se expresa el polipéptido de fusién
FVII/Vlla'y albdmina; y

- opcionalmente recuperar el polipéptido de fusién FVII/Vila y albimina a partir del medio de cultivo.
Expresion de las variantes propuestas:

La produccién de proteinas recombinantes a niveles elevados en células hospedadoras adecuadas requiere el en-
samblaje de los ADNc modificados mencionados anteriormente, en unidades de transcripcién eficaces junto con
elementos reguladores adecuados en un vector de expresidn recombinante, que se puede propagar en diferentes
sistemas de expresion, de acuerdo con métodos conocidos por los expertos en la técnica. Los elementos regulado-
res eficaces de la transcripcion se podrian obtener a partir de virus que tienen como hospedadores naturales células
animales o a partir del ADN cromosémico de células animales. Preferiblemente, se pueden utilizar combinaciones de
promotor-potenciador obtenidas a partir del Virus de Simio 40, adenovirus, virus de polioma BK, citomegalovirus
humano, o la repeticién terminal larga del virus del sarcoma de Rous, o combinaciones de promotor-potenciador que
incluyen genes transcritos de forma constitutiva y potente en células animales, tales como beta-actina o GRP78. Con
el fin de lograr niveles elevados y estables de ARNm transcrito a partir de los ADNc, la unidad de transcripciéon debe
contener en su parte 3' proximal una regién de ADN que codifica una secuencia de terminacién de la transcripcion-
poliadenilacion. Preferiblemente, esta secuencia se obtiene a partir de la regién de transcripcion temprana del Virus
de Simio 40, del gen de beta-globina de conejo o del gen activador de plasmindgeno tisular humano.

Los ADNCc se integran a continuacion en el genoma de una linea celular hospedadora adecuada para la expresion de
los polipéptidos de fusion Factor VII/Vlla enlazados con albumina. Preferiblemente, esta linea celular deberia ser
una linea celular animal de origen vertebrado a fin de asegurar un plegamiento correcto, la y-carboxilacion de los re-
siduos de acido glutdmico dentro del dominio Gla, la formacion de enlaces disulfuro, la glicosilacion ligada a aspara-
gina, la glicosilacion ligada a O y otras modificaciones postraduccionales, asi como la secrecion en el medio de culti-
vo. Ejemplos de otras modificaciones postraduccionales son la O-sulfatacién de tirosina, la hidroxilacién, el proce-
samiento proteolitico de la cadena de polipéptido naciente y la escisién de la regién del propéptido. Ejemplos de
lineas celulares que se pueden utilizar son células COS de mono, células L de ratén, células C127 de ratédn, células
BHK-21 de hamster, células embrionarias de rinidn humano 293 y preferiblemente células CHO de hamster.

El vector de expresion recombinante que codifica los ADNc correspondientes se puede introducir en una linea celu-
lar animal de varias maneras diferentes. Por ejemplo, los vectores de expresion recombinantes se pueden crear a
partir de vectores basados en virus animales diferentes. Ejemplos de éstos son vectores basados en baculovirus, vi-
rus vaccinia, adenovirus y preferentemente virus del papiloma bovino.
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Las unidades de transcripcién que codifican los ADNs correspondientes también se pueden introducir en células
animales junto con otro gen recombinante que puede actuar como un marcador seleccionable dominante en estas
células, con el fin de facilitar el aislamiento de clones de células especificas que han integrado el ADN recombinante
en su genoma. Ejemplos de este tipo de genes marcadores seleccionables dominantes son fosfotransferasa de ami-
no glicésido Tn5, que confiere resistencia a la geneticina (G418), fosfotransferasa de higromicina, que confiere resis-
tencia a la higromicina, y acetil transferasa de puromicina, que confiere resistencia a la puromicina. El vector de ex-
presion recombinante que codifica un marcador seleccionable de este tipo, puede estar en el mismo vector que el
que codifica el ADNc de la proteina deseada, o puede estar codificado en un vector separado que se introduce y se
integra simultaneamente en el genoma de la célula hospedadora, dando como resultado con frecuencia una union
fisica fuerte entre las diferentes unidades de transcripcion.

Otros tipos de genes marcadores seleccionables, que se pueden utilizar junto con el ADNc de la proteina deseada,
se basan en diversas unidades de transcripcion que codifican la reductasa de dihidrofolato (dhfr). Después de la in-
troduccion de este tipo de genes en células que carecen de actividad dhfr endégena, preferentemente células CHO
(DUKX-B11, DG-44) esto permitira que éstas crezcan en medios que carecen de nucledsidos. Un ejemplo de un
medio de este tipo es F12 de Ham sin hipoxantina, timidina ni glicina. Estos genes dhfr se pueden introducir junto
con las unidades transcripcionales de ADNc del Factor de coagulacién, en células CHO del tipo anterior, ya sea liga-
dos en el mismo vector o en diferentes vectores, creando de este modo lineas celulares positivas para dhfr que pro-
ducen la proteina recombinante.

Si las lineas celulares anteriores se cultivan en presencia del inhibidor citotoxico de dhfr, metotrexato, apareceran
nuevas lineas de células resistentes al metotrexato. Estas lineas celulares pueden producir proteina recombinante
con una tasa incrementada debido al nimero amplificado de dhfr unida y a las unidades transcripcionales de la pro-
teina deseada. Cuando estas lineas celulares se propagan con concentraciones crecientes de metotrexato (1-10000
nM), se pueden obtener nuevas lineas celulares que producen la proteina deseada con una tasa muy elevada.

Las lineas celulares anteriores que producen la proteina deseada se pueden cultivar a gran escala, ya sea mediante
cultivo en suspension o sobre diversos soportes solidos. Ejemplos de estos soportes son microvehiculos basados en
matrices de dextrano o de colageno, o soportes solidos en forma de fibras huecas o diversos materiales ceramicos.
Cuando se cultiva en un cultivo en suspension celular o sobre microvehiculos, el cultivo de las lineas celulares ante-
riores se puede realizar como un cultivo discontinuo o como un cultivo por perfusién con una produccién continua de
medio condicionado durante periodos de tiempo prolongados. Por lo tanto, de acuerdo con la presente invencion, las
lineas celulares anteriores son muy adecuadas para el desarrollo de un procedimiento industrial para la produccion
de las proteinas recombinantes deseadas.

La proteina recombinante, que se acumula en el medio de células secretoras de los tipos anteriores, se puede con-
centrar y purificar mediante una variedad de métodos bioquimicos y cromatograficos, incluyendo métodos que utili-
zan diferencias de tamafo, carga, hidrofobicidad, solubilidad, afinidad especifica, etc. entre la proteina deseada y
otras sustancias en el medio de cultivo celular.

Un ejemplo de una purificacién de este tipo es la adsorcion de la proteina recombinante a un anticuerpo monoclonal
que esta inmovilizado sobre un soporte sélido. Después de la desorcidn, la proteina se puede purificar adicionalmen-
te mediante una variedad de técnicas cromatograficas basadas en las propiedades anteriores.

Se prefiere purificar el polipéptido de Factor VII/Vlla enlazado con albimina de la presente invencion con una pure-
zad de hasta = 80%, mas preferiblemente = 95%, y se prefiere particularmente un estado farmacéuticamente puro,
que tiene una pureza superior al 99,9% con respecto a macromoléculas contaminantes, en particular otras proteinas
y acidos nucleicos, y esta exento de agentes infecciosos y pirégenos. Preferiblemente, un polipéptido de Factor
VII/VIla enlazado con albumina aislado o purificado de la invencién esta sustancialmente exento de otros polipépti-
dos.

Los polipéptidos de Factor VII/VIla enlazados con albumina descritos en esta invencion se pueden formular como
preparaciones farmacéuticas para uso terapéutico. Las proteinas purificadas se pueden disolver en soluciones
tampon acuosas, fisiolégicamente compatibles, convencionales a las que se puede afadir, opcionalmente, excipien-
tes farmacéuticos para proporcionar preparaciones farmacéuticas.

Tales vehiculos y excipientes farmacéuticos asi como formulaciones farmacéuticas adecuadas son bien conocidos
en la técnica (véase, por ejemplo "Pharmaceutical Formulation Development of Peptides and Proteins", Frokjaer et
al., Taylor & Francis (2000) o "Handbook of Pharmaceutical Excipients", 32 edicién, Kibbe et al., Pharmaceutical Pre-
ss (2000)). En particular, la composicién farmacéutica que comprende la variante del polipéptido de la invencion se
puede formular en forma liofilizada o soluble estable. La variante del polipéptido se puede liofilizar a través de una
variedad de procedimientos conocidos en la técnica. Las formulaciones liofilizadas se reconstituyen antes del uso
mediante la adicion de uno o varios diluyentes farmacéuticamente aceptables tales como agua estéril para inyeccion
o0 solucion salina fisiologica, estéril.

Las formulaciones de la composicién se suministran al individuo por cualquier medio de administracion farmacéuti-
camente adecuado. Se conocen varios sistemas de administracion y se pueden usar para administrar la composicion
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a través de cualquier via conveniente. Preferentemente, las composiciones de la invencion se administran sistémi-
camente. Para uso sistémico, las variantes de Factor VII/Vlla enlazado con albdmina de la invencién se formulan pa-
ra administracién parenteral (por ejemplo, intravenosa, subcutanea, intramuscular, intraperitoneal, intracerebral, in-
trapulmonar, intranasal o transdérmica) o enteral (por ejemplo, oral, vaginal o rectal) segiin métodos convencionales.
La ruta de administracion mas preferida es la administracion intravenosa. Las formulaciones se pueden administrar
continuamente por infusién o por inyeccion en bolo. Algunas formulaciones incluyen sistemas de liberacion lenta.

Los polipéptidos de Factor VII/Vila enlazados con albumina, biolégicamente activos, modificados de la presente in-
vencion se administran a pacientes en una dosis terapéuticamente eficaz, lo que significa una dosis que es suficien-
te para producir los efectos deseados, prevenir o disminuir la gravedad o la transmisién del estado o la indicacion
tratada, sin llegar a una dosis que produce efectos secundarios adversos intolerables. La dosis exacta depende de
muchos factores como, por ejemplo, la indicacién, la formulacioén y el modo de administracion y se tiene que deter-
minar en ensayos preclinicos y clinicos para cada indicacién respectiva.

La composiciéon farmacéutica de la invencion se puede administrar sola o junto con otros agentes terapéuticos. Estos
agentes se pueden incorporar como parte del mismo agente farmacéutico.

Los diversos productos de la invencion son utiles como medicamentos. Por consiguiente, la invencién se refiere a
una composicién farmacéutica que comprende un polipéptido de FVII/Vlla enlazado con albumina, tal y como se
describe en el presente documento, un polinucleétido de la invencion o un plasmido o un vector de la invencion.

Los ADNs modificados de esta invencion también se pueden integrar en un vector de transferencia para uso en la te-
rapia génica humana.

Otro aspecto de la invencion es el uso de un polipéptido de FVII/Vlla enlazado con albumina tal y como se describe
en el presente documento, de un polinucleétido de la invencion, de un plasmido o un vector de la invencion, o de una
célula hospedadora de la invencion para la preparacién de un medicamento para el tratamiento o la prevencién de
trastornos hemorragicos. Los trastornos hemorragicos incluyen pero no se limitan a la hemofilia A. En otra realiza-
cién de la invencidn, el tratamiento comprende terapia génica humana.

La invencion también se refiere a un método para tratar a un individuo en una o varias de las siguientes indicacio-
nes: "episodios hemorragicos y cirugia en pacientes con hemofilia heredada o adquirida con inhibidores de Factores
de la coagulacion (FVIII o FIX)", "reversién de déficits de la hemostasia desarrollados como consecuencia de trata-
mientos con farmacos como farmacos antiplaquetarios o farmacos anticoagulantes”, "mejora de la hemostasia se-
cundaria", "déficits de la hemostasia desarrollados durante infecciones o durante enfermedades tales como la caren-
cia de vitamina K o enfermedad hepatica grave", "reseccion hepatica", "déficits de la hemostasia desarrollados como
consecuencia de mordeduras de serpientes”, "hemorragias gastrointestinales". Otras indicaciones preferidas son
"trauma", "consecuencias de una transfusion masiva (coagulopatia dilucional)", "carencias de factores de coagula-
cion distintos de FVIIl y FIX", "VWD", "carencia de FI", "carencia de FV", "carencia de FVII", "carencia de FX", "ca-
rencia de FXIII", "SUH", "enfermedades plaquetarias heredadas o adquiridas y trastornos como trombocitopenia,
ITP, TTP, sindrome de HELLP, sindrome de Bernard-Soulier, trombastenia de Glanzmann, HIT", "sindrome de Che-
diak-Higahi", "sindrome de Hermansky-Pudlak", "sindrome de Rendu-Osler", "purpura de Henoch-Schonlein" y "cu-
racién de heridas". El método comprende administrar a dicho individuo una cantidad eficaz del polipéptido de
FVII/Vlla enlazado con albumina tal como se describe en el presente documento. En otra realizacion, el método
comprende administrar al individuo una cantidad eficaz del polinucleétido de la invencién o de un plasmido o un vec-
tor de la invencion. Alternativamente, el método puede comprender administrar al individuo una cantidad eficaz de
las células hospedadoras de la invencion descritas en el presente documento.

Descripcion de las tablas y los dibujos:
Figura 1:

El sitio de restriccién Xhol introducido en el sitio del codon de detencion natural de FVII mediante la sustitucion de
TAG por TCG, esté subrayado. El sitio Notl utilizado para una construccion adicional estéd subrayado dos veces. La
secuencia de aminodcidos del extremo C-terminal del Factor VIl se proporciona en cédigo de tres letras (encuadra-
da).

Figura 2:

Esquema de las secuencias del enlazador insertado entre el extremo C-terminal del Factor VIl y el extremo N-
terminal de la albamina en las diversas estructuras artificiales de pFVII. El sitio de escisién de trombina en pFVI1I-834
esta subrayado. Las asparaginas de los sitios de N-glicosilacion se subrayan dos veces.

Figura 3:

Las proteinas de fusién FVII y albimina se activaron por la actividad de FXa y la actividad de FVIla se midi6 en un
ensayo STACLOT®. El grafico muestra la actividad de proteinas con un enlazador de mayor longitud con respecto a
la proteina sin enlazador (obtenida a partir del plasmido pFVI1I-974).
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Figura 4:

Resultados de experimentos de PK con Factor VII de tipo silvestre (pFVII-659), proteinas de fusion FVII y albdmina,
FVII obtenido a partir del plasma (pdFVIl) y rFVlla (NovoSeven®) segun se mide con ELISA.

Ejemplos:
Ejemplo 1: Generacion de ADNc que codifican polipéptidos de fusion FVII - albumina

Una secuencia que codifica el Factor VIl se amplificd con PCR a partir de una genoteca de ADNc de higado humano
(ProQuest, Invitrogen) usando los cebadores We1303 y We1304 (SEQ ID NO 1 y 2). Después de una segunda ron-
da de PCR usando los cebadores We1286 y We1287 (SEQ ID NO 3 y 4), el fragmento resultante se cloné en
pCR4TOPO (Invitrogen). A partir de éste, el ADNc de FVII se transfirié como un fragmento EcoRI en el sitio EcoRlI
de pIRESpuro3 (BD Biosciences) en el que se habia delecionado previamente un sitio Xhol interno. El plasmido re-
sultante se denominé pFVII-659.

Posteriormente se introdujo un sitio de restriccién Xhol en pFVII-659 en el sitio del codén de detencién natural de
FVII (figura 1) mediante mutagénesis dirigida al sitio de acuerdo con protocolos convencionales (QuickChange XL Si-
te Directed Mutagenesis Kit, Stratagene) usando los oligonucleétidos We1643 y We1644 (SEQ ID NO 5 y 6). El
plasmido resultante se denominé pFVII-700.

Los oligonuclettidos We1731 y We1732 (SEQ ID NO 7 y 8) se reasociaron en concentraciones equimolares (10
pmol) en condiciones estandar de PCR, se rellenaron y se amplificaron usando un protocolo de PCR de 2 min de
desnaturalizacion inicial a 94°C, seguida por 7 ciclos de 15 s de desnaturalizacién a 94°C, 15 s de reasociacion a
55°C y 15 s de elongacion a 72°C, y finalizd con una etapa de extensiéon de 5 min a 72°C. El fragmento resultante se
digiri6 con las endonucleasas de restriccién Xhol y Notl y se ligé en pFVII-700 digerido con las mismas enzimas. El
plasmido resultante se denomind pFVII-733, que contenia la secuencia que codificaba FVII y una extension C-
terminal de un enlazador de glicina/serina escindible con trombina.

Basandose en pFVII-733, se insertaron otros enlazadores sin sitio de corte para trombina y sitios de N-glicosilacién
adicionales. Para ello, las parejas de cebadores We2148 y We2149 (SEQ ID NO 9 y 10), We2148 y We2150 (SEQ
ID NO 9y 11), We2148 y We2151 (SEQ ID NO 9 y 12), We2152 y We2153 (SEQ ID NO 13 y 14), We2152 y
We2154 (SEQ ID NO 13y 15), We2152 y We2155 (SEQ ID NO 13y 16) y We2156 y We2157 (SEQ ID NO 17 y 18),
respectivamente, se reasociaron y se amplificaron tal y como se ha descrito anteriormente. Los fragmentos respecti-
vos de PCR se digirieron con endonucleasas de restriccion Xhol y BamH1 y se insertaron en pFVII-733 digerido con
las mismas enzimas. En el sitio BamH1 de los plasmidos resultantes, asi como en el de pFVII-733, se inserté un
fragmento BamH1 que contenia el ADNc de albumina humana madura. Este fragmento se habia generado con PCR
sobre una secuencia de ADNc de albumina usando los cebadores We1862 y We1902 (SEQ ID NO 19 y 20) en con-
diciones convencionales. Los plasmidos finales se denominaron pFVII-935, pFVII-936, pFVII-937, pFVII-938, pFVII-
939, pFVII-940, pFVII-941 y pFVII-834, respectivamente. Sus secuencias enlazadoras y la secuencia C-terminal de
FVIl'y N-terminal de la albumina se describen en la figura 2.

Basandose en pFVII-938, se generaron las secuencias de enlazador més cortas mediante mutagénesis por delecion.
Para ello, se emplearon los cebadores de mutagénesis We2247 y We2248 (SEQ ID NO 23 y 24), We2249 y We2250
(SEQ ID NO 25 y 26), We2251 y We2252 (SEQ ID NO 27 y 28) y We2253 y We2254 (SEQ ID NO 29 y 30) en proto-
colos de mutagénesis convencionales (QuickChange XL Site Directed Mutagenesis Kit, Stratagene) para generar los
plasmidos pFVII-1014, pFVII-1015, pFVII-1016 y pFVII-1370, respectivamente.

Con el fin de generar una proteina de fusién FVII y albimina sin enlazador, se aplicé mutagénesis por delecion tal y
como se ha indicado anteriormente, al plasmido pFVII-935 usando los cebadores We2181 y We2182 (SEQ ID NO 31
y 32). El plasmido resultante se denominé pFVII-974.

Basandose en el plasmido pFVII-974, se aplicd mutagénesis por insercién para generar 1 a 3 enlazadores de ami-
noacidos. Para ello, se emplearon los cebadores de mutagénesis We2432 y We2433 (SEQ ID NO 33 y 34), We2434
y We2435 (SEQ ID NO 35y 36) y We2436 y We2437 (SEQ ID NO 37 y 38) en protocolos de mutagénesis conven-
cionales (QuickChange XL Site Directed Mutagenesis Kit, Stratagene) para generar los plasmidos pFVII-1158, pFVII-
1159 y pFVII-1160, respectivamente.

Otras estructuras artificiales se generaron con procedimientos similares, aplicando en protocolos de mutagénesis
convencionales, los cebadores de mutagénesis We2713 y We2714 (SEQ ID NO 39 y 40) sobre el plasmido pFVII-
1370, We2715 y We2716 (SEQ ID NO 41 y 42) sobre el plasmido pFVII-1370, We2717 y We2718 (SEQ ID NO 43 y
44) sobre el plasmido pFVII-1016 y We2756 y We2757 (SEQ ID NO 45 y 46) sobre el plasmido pFVII-935 para gene-
rar los plasmidos pFVII-1361, pFVII-1362, pFVII-1363 y pFVII-1382, respectivamente

Las secuencias de los enlazadores y las secuencias del extremo C-terminal de FVII y N-terminal de albumina de los
plasmidos descritos anteriormente, se resumen en la figura 2.

Ejemplo 2: Transfeccion y expresion de polipéptidos de fusion Factor VII - albumina
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Los plasmidos se cultivaron en E. coli TOP10 (Invitrogen) y se purificaron utilizando protocolos convencionales (Qia-
gen). Las células HEK-293 se transfectaron usando el reactivo Lipofectamina 2000 (Invitrogen) y se dejaron crecer
en medio exento de suero (Invitrogen 293 Express) en presencia de 50 ng/ml de vitamina K'y 4 pg/ml de puromicina.
Las poblaciones de células transfectadas se propagaron a través de matraces T en frascos rotatorios a partir de los
cuales se recogi6 el material sobrenadante para purificacion.

Ejemplo 3: Purificacion de FVIl y polipéptidos de fusion FVII - albimina

La recogida de cultivos celulares que contenian FVII o proteina de fusion FVIl y albimina se aplicé sobre una co-
lumna FF de 2,06 ml de Q-Sefarosa equilibrada previamente con tamp6n HEPES 20 mM pH 7,4. Posteriormente, la
columna se lavé con 10 volumenes del mencionado tampdn HEPES. La elucion de las moléculas de FVII unidas se
consigui6 ejecutando un gradiente lineal de NaCl desde 0 a 1,0 M en tampén HEPES 20 mM dentro de 20 volume-
nes de columna. El eluato contenia aproximadamente 85-90% del antigeno de FVII aplicado con concentraciones de
proteina entre 0,5y 1 g/L.

Alternativamente, FVII se purific6 mediante cromatografia usando factor tisular inmovilizado tal como se ha descrito
en el documento EP 0770625B1.

El antigeno de FVII y la actividad se determinaron tal y como se describe en el ejemplo 4.
Ejemplo 4: Determinacion de la actividad de FVII y del antigeno.

La actividad de FVII se determiné usando un kit para ensayo cromogénico, disponible comercialmente (Chromogenix
Coaset FVII empleando plasma humano estandar) basandose en el método descrito por Seligsohn et al. Blood
(1978) 52:978-988.

La actividad de FVlla se determiné usando un kit para ensayo, disponible comercialmente (STACLOT®)VIIa-rTF,
Diagnostica Stago) basandose en el método descrito por Morissey et al. (1993) Blood 81:734-744.

El antigeno de FVII se determiné mediante un ELISA cuya ejecucién es conocida por los expertos en la técnica. Bre-
vemente, las microplacas se incubaron con 120 pL por pocillo de anticuerpo de captura (IgG de oveja anti FVII
humano, Cedarlane CL20030AP, diluida 1:1000 en tampon A [Sigma C3041]) durante una noche a temperatura am-
biente. Después de lavar las placas tres veces con tampoén B (Sigma P3563), cada pocillo se incubd con 200 pl de
tampdn C (Sigma P3688) durante una hora a temperatura ambiente. Después de otras tres etapas de lavado con
tampon B, diluciones en serie de la muestra del ensayo en tamp6én B, asi como diluciones en serie de plasma huma-
no estandar (Dade Behring; 50 - 0,5 mU/ml [1 mU equivale a 0,5 ng])) en tampén B (volimenes por pocillo: 100 pL),
se incubaron durante dos horas a temperatura ambiente. Después de tres etapas de lavado con tampén B, 100 pL
de una dilucion 1:5000 en tampdn B del anticuerpo de deteccién (IgG de oveja anti FVII humano, Cedarlane
CL20030K, marcado con peroxidasa) se afiadieron a cada pocillo y se incubaron durante otras dos horas a tempera-
tura ambiente. Después de tres etapas de lavado con tampon B, se afnadieron 100 pl de solucién de sustrato (TMB,
Dade Behring, OUVF) por pocillo y se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad. La
adicion de 100 pl de solucién de parada sin diluir (Dade Behring, OSFA) preparé las muestras para su lectura en un
lector de microplacas adecuado a 450 nm de longitud de onda. Las concentraciones de las muestras del ensayo se
calcularon después usando la curva patrén con plasma humano estandar como referencia.

Ejemplo 5: Activacion de FVIl y de polipéptidos de fusion FVIl-albumina con el Factor Xa

Polipéptidos de FVII purificados tal y como se ha descrito en el ejemplo 3, se dializaron frente a un tampon que con-
sistia en HEPES 20 mM, NaCl 150 mM, Na-citrato 1 mM, 1 g/l de Na-caprilato a pH 8,5. Dentro de este entorno de
tampodn, FVII fue activado a FVlla mediante incubacién con FXa (preparacion disponible comercialmente, 100 Ul/ml,
ERL), fosfolipidos (Phospholipon 25P, 1 g/l, Rhone Poulenc-Nattermann, Colonia) y Ca™ (solucién de CaCl. en agua
destilada, 1 M) durante diversos intervalos de tiempo a 37°C. Las concentraciones finales fueron ~30 a 65 Ul/ml de
FVII, medidas por el ensayo cromogénico; 0,5% de FXa en relacion con FVII, es decir, 1 Ul de FXa y 200 Ul de FVII,
0,02 g/L de fosfolipidos y CaCl> 5 mM.

La activacién finalizé con la adicion de 10% (v/v) de un tampén que consistia en HEPES 20 mM, NaCl 150 mM, Na-
citrato 200 mM, 1 g/l de Na-caprilato a pH 5,0.

Para controlar la escision de las moléculas, en paralelo se aplico a SDS-PAGE una muestra de la mezcla de activa-
cién y una muestra no activada correspondiente, se tifieron con azul de Coomassie y se analiz6 la densidad de las
bandas.

Brevemente, las muestras se redujeron, se aplicaron a SDS-PAGE (gradiente de 8-16% de poliacrilamida, geles de
Tris-glicina de Novex®, Invitrogen; de acuerdo con las instrucciones del fabricante) y se tifieron con azul de Coomas-
sie G-250. Las bandas resultantes se analizaron (Versa DOC®, Bio-Rad) y se calcularon las concentraciones relati-
vas de proteina utilizando el programa informatico Image Quant (V 4.20, Amersham).
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Ejemplo 6: La actividad de las proteinas de fusion FVIl-albumina depende de la longitud del enlazador

Proteinas de fusién FVIl-albumina con longitud del enlazador entre 0 y 31 aminoé&cidos se activaron tal y como se ha
descrito anteriormente y se determiné la actividad de FVlla en un ensayo STACLOT®. Aunque los polipéptidos de fu-
sién independientes de la longitud del enlazador mostraban un grado comparable de escisién con FXa, las activida-
des de FVlla de las proteinas de fusién de albumina medidas a través del ensayo de la actividad, mostraban un re-
sultado sorprendente: cuanto mayor era longitud del enlazador entre el resto de FVIl y de albimina, mayor era la ac-
tividad especifica y molar de FVIla medida (figura 3 y tabla 3) y la estructura artificial sin enlazador (974) mostraba
menos de la mitad de actividad de FVIla, en comparacién con las estructuras artificiales con péptidos enlazadores
de 19 o0 mas aminoacidos de longitud. Incluso un aminoacido como enlazador (pFVII-1158) incrementaba la activi-
dad especifica y molar de la proteina de fusién en un 31%, en comparacién con una proteina de fusion sin enlazador
(pFVII-974). Esto sugeria firmemente que la fusién directa de las secuencias de FVII y albdmina podia conducir a
una situacion conformacional en la que el resto de albUmina interfiere con la conformacion de su parte FVlla o su in-
teraccion con su sustrato. Esta interferencia parece que se reduce significativamente en las estructuras artificiales
que tienen un enlazador peptidico intercalado entre el Factor VII/Vlla 'y la albumina.

La proteina de fusiéon con albumina sin enlazador (974) mostraba aproximadamente un 25% de actividad especifica
y molar cuando se comparaba con NovoSeven® (tabla 4).

Tabla 3:
Proteina de fusiéon con | Longitud del enlaza- N¢ de sitios de N- % de incremento de la actividad Staclot
albumina obtenida a par- | dor [amino&cidos] glicosilacién dentro del | en comparacién con una proteina de fu-
tir de pFVII enlazador sién sin enlazador
974 0 0 0
1158 1 0 31,3
1159 2 0 75,6
1160 3 0 104,0
1370 4 0 81,6
1361 5 0 107,0
1362 6 0 98,5
1363 7 0 178,1
1015 10 1 155,7
1014 13 2 201,5
1382 16 0 149,8
935 19 0 194,5
936 25 0 255,7
937 31 0 249,8

Tabla 4: Comparacién de la actividad especifica y molar (expresada en unidades de FVlla medida por el ensayo
Staclot por 100 unidades de antigeno de FVII determinado por Elisa) entre la proteina de fusion FVII y albdmina sin
enlazador (974) y NovoSeven
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Proteina |Actividad Staclot especifica [Ul/100 Ul de antigeno de FVII]| % de actividad especifica
974 489 27,8
NovoSeven® 1759 100,0
LISTA DE SECUENCIAS

<110> CSL Behring GmbH CSL Behring GmbH

<120> Factor de coagulacién Vlla modificado con semivida prolongada

<130> 2006/M001-A107

<150> EP 06002359.5
<151> 06-02-2006

<160> 55

<170> PatentIn versién 3.3

<210> 1
<211>19
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 1
ggcaggggca geactgcag

<210>2
<211>19
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 2
cacaggccag ggetgetgg

<210>3
<211> 27
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 3

19

19

gcggctagcea tggtetecca ggeccte

<210> 4
<211> 30
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 4

gcggeggecg cetagggaaa tggggetege

<210>5
<211> 33

27

30
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 5
gagccccatt tccetcgagg gecgeegeaa gag 33

<210>6
<211> 33
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador

<400> 6
ceettgegge ggecctegag ggaaatgggg cte 33

<210>7
<211> 61
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador

<400>7
gtggtgctcg agcgtgecce gegeegtggg cggetccgge ggetccggeg getecggate

C

<210>8
<211> 62
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador

<400> 8

caccacgcgg ccgcttatca ggatccggag ccgccggagc €gecggagee geccacggeg

cg

<210>9
<211> 52
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador

<400>9
ctcgageggg ggatctggeg ggtetggagg ctetggaggg tcgggaggct ct 52

<210> 10
<211> 37
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador

<400> 10
ggatccagag cctcccgacce ctccagagcec tccagac 37

<210> 11
<211> 46
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 11
ggatccagat cccccagage ctccagagec teecgacect ccagag 46

<210> 12
<211> 59
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador

<400> 12
ggatccegac cetccagacce cgecagatee cccagagect ccagagecte cegacecte 59

<210> 13
<211> 49
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador

<400> 13
ctcgagcaac ggatctggeg ggtetggagg ctetggaggg tegggagge 49

<210> 14
<211> 40
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador

<400> 14
ggatccattg cetceegacce ctccagagec tccagaceceg 40

<210> 15
<211> 48
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador

<400> 15
ggatcegttt cccccagage ctccagagee teccgaccect ccagagee 48

<210> 16
<211> 64
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador

<400> 16
ggatccgttc cctccagacc cgccagatcc cccagagect ccagagectc ccgaccctec

agag

<210> 17
<211> 56
<212> ADN

16
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<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 17
ctcgagceaat ggatctggeg ggtctggagg ctetggaggg tcgaatgget ctggag 56

<210> 18
<211> 64
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador

<400> 18

ggatccgttc cctccagace cgecagatcc cccagagect ccagagecat tcgaccctcc

agag

<210> 19
<211> 31
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador

<400> 19
gtgggatccg atgcacacaa gagtgaggtt g 31

<210> 20
<211> 35
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 20
cacggatccc tataagccta aggcagcttg acttg 35

<210> 21

<211> 406

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 21
Ala Asn Ala phe Leu Glu .Glu Leu Arg Pro Gly Ser Leu Glu Arg Glu

17
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Cys
Asp
Gln
Leu
65

cys
G'Iy
Ar-g
Pro

Asn
145

Lys

Leu

His

Gly

val

225

His

‘His

Leu

Lys

Ala

Cys
cys
Thr
130
Ala
Gly
Cys
Cys
Glu
210
Ala
Asp

val

Ala

Glu

Glu
35

“Ala

ser

Thr

Glu

His

115

val

Ser.

Glu

Gly

Phe

Glu
20

Arg

ser

Tyr

His

Gln

100

Glu

Glu

Lys

Cys

Gly

Asp

195

His

Gln

Ile

val

Phe

Asp
val
Ala
Pro

260

val

GIn
Thr
Ser
Ile
Lys
Tyr
Gly
Tyr
Prp
Pro
165
Thr
Lys
Leu
Ile
Leu
245 ‘

Leu

Arg

cys

Lys

Pro

cys
Asp
Ccys
Tyr
Pro
GIn
150
Trp
lLeu
Ile
Ser
Ile
230
Leu

Cys

Phe

ser

Leu

Cys

Phe

Asp

Ser

Ser

Cys

135

Gly

Gln

Ile

Lys

Glu

215

Pro

Arg

Leu

ser

Phe
Phe
40

Gln

cys

Gln

Asp,

Leu
120
Gly

Arg

val

Asn .

Asn
200

His

ser

Leu

Pro

Leu
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Glu
25

Trp

‘Asn

Leu

Leu

His

105

Leu

Lys

Ile

Leu

Thr

185

Trp

Asp

Thr

His-

Glu
265

val

10

Glu

Ile

Gly

Pro

Ile

90

Thr

Ala

Ile

val

Leu

170

Ile

Arg

Gly

Tyr

GIn

250

Arg

ser

Ala
ser
Gly
Ala
75

Cys

Gly

Asp

Pro

Trp
Asn
Asp

val
235

Pro

Thr

Gly

Arg

Tyr

ser

- 60

Phe

val

Thr

Gly

Ile

140

Gly

val

val

Leu

Glu
220

Pro’

val

Phe

Trp.

18

Glu
ser
45
Cys
Glu
Asn
Lys
val
125
Leu
Lys

Asn

val

Ile
30
ASp

Lys

G'Iy

Glu’

Glu
val
Gly

ser

. 190

Ile

205

GlIn

Gly

val

Ser

Gly

Ala
Ser
Thr

Leu

Glu

270

GlIn

15

Phe
Gfl-)f
ASp
Arg

Asn
95

ser

cys
Lys
cys
Ala
175
Ala
val
Arg
Thr
Thr

255

Arg

‘Leu

Lys
Asp
Gln
ASn
80

Gly
Cys
Thr
Arg
Pro
160
Gln
Ala
Leu
Arg
AsSn
240
Asp

Thr

Leu
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275 280 . 285

Gly Ala Thr Ala Leu Glu Leu Met val Leu Asn val Pro Arg

Asp Ar
29 295 300

Leu Met Thr GIn Asp Cys Leu GIn Gln Ser Arg Lys val Gly Asp Ser
305 310 315 320

Pro Asn Ile Thr Glu Tyr Met Phe Cys Ala Gly Tyr Ser Asp Gly Ser
325 330 335

Lys Asp Ser Cys Lys Gly Asp Ser Gly Gly Pro His Ala Thr His Tyr
340 345 ' 350

Arg Gly ;hg Trp Tyr Leu Thr g%y Ile val Ser Trp Gly GIn Gly Cys
5

o
w
[>)]
(%

Ala Thr val Gly His Phe Gly val Tyr Thr Arg val Ser G1n‘Tyr Ile
370 375 . 380

Glu Trp Leu GIn Lys Leu Met Arg Ser Glu Pro Arg Pro Gly val Leu
385 -390 v 395 400

Leu Arg Ala Pro Phe Pro
405

<210> 22

<211> 585

<212> PRT

<213> Homo Sapiens

<400> 22
Asp Ala His Lys Ser Glu val Ala His Arg Phe Lys Asp Leu Gly Glu
1 5 10 15

Glu Asn Phe Lys Ala Leu val Leu Ile Ala Phe Ala Gln Tyr Leu Gln
’ 20 25 30

GIn Cys Pro Phe Glu Asp His Va1~Lys Leu val Ash Glu val Thr Glu
, 35 , 0 ) 45

Phe ?83 Lys Thr Cys val ?;a Asp Glu Ser Ala ggu Asn Cys Asp Lys

Ser Leu Hfs Thr Leu Phe Gly Asp Lys Leu Cys Thr val Ala Thr Leu
65 70 . : 75 80

Arg Glu Thr Tyr g;y Glu Met Ala Asp S%s Cys Ala Lys GlIn G}u Pro
. _ S

Glu Arg Asn Glu Cys‘Phe Leu GIn His Lys Asp Asp Asn Pro Asn Leu
' 100 . 105 110
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Pro

ASp‘

Cys

Ser

Arg

Lys

225

val

Arg

Ser

Cys

Leu
305

Glu

Arg

Tyr

cys

Arg

Asn

130

His

Lys

Leu

Ala

Ala
210

Ala

His-

Ala
Lys
Ile
290

Ala

Ala

His
Glu

Tyr
370

Leu
115

Glu

Pro

Ala
Leu
i3
Phe
un
Thr

Asp

- 260

Leu
275
Ala
Ala
Lys
Pro
Thr
355

Ala

val

Glu

Tyr

Ala

Pro

180

GIn
s
Phe
Glu
Leu
Lys
Glu
Asp

Asp

340

Thr

Lys

Arg

Thr

Phe

Phe

165

Lys
Arg
Ala
Ala
Cys
Ala
Glu
val
Phe
val
325
Tyr
Leu

val

Pro
Phe
Tyr
150
Thr
Leu
Leu
Trp
Glu
230
Cys
Lys
Ccys
Glu

val
310

Phe

ser
Glu

Phe

Glu
Leu
135
Ala
Glu
Asp
Lys
Ala
215
val
His
Tyr
Cys
Asn
295
Glu
Leu

val

Lys

val
120

Lys

Pro

cys

Glu
200
val
ser
Gly

Ile

Glu

280

ASp

ser

Gly

val

360

Glu
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Asp
Ly;
Glu
cys

Leu
185

Ala

Ala

Lys

Asp

Cys

265

Lys

‘G'Iu

Lys
Met
Leu
345

Cys

Phe

val
Tyr
Leu
Gln
170
Arg
ser
Arg
Leu
Leu
250
Glu
Pro
Met
Asp
Phe
330
Leu

Ala

Lys

Met

Leu

Leu

cys

TYyr
130

Phe

155

Ala

Asp

Leu

Leu

val

235

Leu

AsSn

Leu

Pro

val

315

Leu

Leu

Ala

Pro

Ala

Glu

GIn

Ser

220

Thr

Glu

Gln

Leu

Ala

300

Cys

Tyr

Arg

Ala /

Leu
380

20

Thr
125
Glu
Phe

Asp

Gly

Asp
Cys
AsSp
Glu
285
Asp
Lys

Glu

Leu

Ala

Ile

‘A1a

Lys
Lys
190
Phe
Arg
Leu
Ala
ser
270
Lys

Leu

Asn

Tyr

Ala

- 350

Pro

Glu

Phe
Ala
Lys
A'Ija
175
Ala
Gly
Phe
Thr
Asp
255
Ile
ser
Pro
v
Ala
Lys
His

Glu

His
Arg
Arg
160
Ala
Ser

Glu

Pro

Asp

ser

His

Ser

‘A1a

320

Arg

Thr

Glu

Pro



10

15

GIn Asn Leu Ile Lys GIn
385 390

‘Tyr Lys Phe Gln Asn Ala

405

GIn val ser Thr Pro Thr
' 420

val Gly Ser Lys Cys Cys
435

Ala Glu Asp Tyr Leu Ser
450 /

Glu Lys Thr Pro val Ser

465 470

Leu val Asn Arg Arg Pro

Tyr val Pro Lys Glu Phe
500

Ile Cys Thr Leu Ser Glu
515

Leu val Glu Leu val Lys
530

Lys Ala val Mef Asvasp
545 ' 550

Ala Asp Asp Lys Glu Thr
565

‘Ala Ala ser Gln Ala Ala
580 -

<210> 23
<211> 26
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador

<400> 23
gagcaacggatc@gagggtnggag

<210> 24
<211> 26
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador

<400> 24
ctececgacce tecagateeg ttgete

<210> 25
<211> 26

Asn Cys

Leu Leu

Leu val

Lys His

440

val val
455

Asp Arg

Cys Phe

Asn Ala

Lys Glu

520

His Lys

535

Phe Ala

Cys Phe

Leu Gly

26

26
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Glu
val
Glu
425
Pro
Leu
val
ser
Glu
505
Arg
Pro
Ala
Ala

Leu
585

Leu

Arg

410

val

Glu

Asn

Thr

Ala

490

Thr

Gln

Lys

Phe

Glu
570

Phe Glu
395

Tyr Thr
Ser Arg
Ala Lys

GIn Leu
460

Lys Cys

Leu Glu

.

Phe Thr
Ile Lys

Ala Thr
540

val Glu
555

Glu Gly

21

Gln

Lys

Asn

Arg

cys

cys

val

Lys

Lys

Lys

Leu

Lys

Leu

430

Met

val

Thr

Asp

His

Gly
val
415
Gly
Pro
Leu
Glu
Glu
495

Ala

510

Gln

Glu

Cys

Lys

Thr
Gln
cys

Leu
575

Glu
400 .
Pro

Lys

Cys

Ser
480
Thr
Asp
Ala
Leu
Lys
560

val
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<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 25
ctggegggte tggatccgat geacac

<210> 26
<211> 26
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador

<400> 26
gtgtgcatcg gatccagacc cgecag

<210> 27
<211> 29
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador

<400> 27
cgagcaacgg atctggatce gatgcacac

<210> 28
<211> 29
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador

<400> 28
gtgtgcatcg gatccagatc cgttgeteg

<210> 29
<211> 29
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador

<400> 29
catttccctc gageggatce gatgcacac

<210> 30
<211> 29
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador

<400> 30
gtgtgcatcg gatccgetcg agggaaatg

<210> 31
<211> 27
<212> ADN
<213> Attificial

ES 2504517713

26

26

29

29

29

29
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<220>
<223> Cebador

<400> 31
ccccatttce cgatgcacac aagagtg

<210> 32
<211> 27
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador

<400> 32
cactcttgtg tgcatcggga aatgggg

<210> 33
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 33

ES 2504517713

27

27

gccccatttc ccggggatge acacaagagt gag 33

<210> 34
<211> 33
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 34

ctcactcttg tgtgcatcee cgggaaatgg ggc 33

<210> 35
<211> 36
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 35

gccccatttc ccgggtecga tgcacacaag agtgag 36

<210> 36
<211> 36
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebador

<400> 36

ctcactettg tgtgcatcgg acccgggaaa tgggge 36

<210> 37
<211> 39
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador
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<400> 37

ES 2504517713

gccccatttc ccgggggcte cgatgcacac aagagtgag 39

<210> 38
<211> 39
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador

<400> 38
ctcactcttg tgtgcatcgg agecceeggg aaatgggge

<210> 39
<211>29
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 39
cctcgagegg agggtecgat gcacacaag 29

<210> 40
<211>29
<212> ADN
<213> Attificial

<220>
<223> Cebador

<400> 40
cttgtgtgca tcggaccctc cgetcgagg 29

<210> 41
<211> 32
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 41

39

cccatttcee tcggggggga geggatecga tg 32

<210> 42
<211> 32
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 42
catcggatce getceececce gagggaaatg gg

<210> 43
<211> 35
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 43
cccatttcce tcgageggeg gatctggate cgatg

32

35
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<210> 44
<211> 35
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 44
catcggatcc agatccgecg ctcgagggaa atggg 35

<210> 45
<211> 27
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 45
ggtcgggagg cgatgcacac aagagtg 27

<210> 46
<211> 27
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebador

<400> 46
cactcttgtg tgcatcgect cccgace 27

<210> 47
<211> 15
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 47 ‘
Glu Pro GIn Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Glu
1 5 : ‘ 10 15

<210> 48
<211>12
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 48 ‘
Gly Gly val Gly (5-i1y Gly Gly Gly Gly %a Gly Ile
1 - .

<210> 49
<211>12
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 49
Pro Ala Arg Gly g'ly Gly Gly Gly Gly %s Ala Arg
1 . _

25



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2504517713

<210> 50
<211> 13
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 50

(131y Gly Pro Gly g;"ly Gly Gly Gly Gly g'ly pro Gly Gly
0o

<210> 51
<211> 14
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 51

Thr ser Arg Gly- ly 61';7'&;1'9'55?Eiy'clig'y“éi;'&Td'ﬁ?c}'bFé
1 | | |

<210> 52
<211>18
<212> PRT
<213> Attificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 52

Met Tyr Gly Ala Lys Lys Pro Leu Asn Thr Glu Gly val Met Lys Ser
1 5 10 : 15

Arg Ser

<210> 53
<211> 15
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 53

Arg Gly Glu val %ys Tyr Pro Leu Cys Thr Arg Lys Glu Ser
1 : © 10

<210> 54
<211>9
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Enlazador

<400> 54 ‘
Glu ser Gly Gly gro Leu Ser Leu Ser
1

<210> 55
<211> 11
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

26

Lys
15
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<223> Enlazador

<400> 55
/1\1a Pro Glu Ala Pro Pro Pro Thr Leu ;ro Pro
5 : 0
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido fusionado con albumina que comprende al menos un polipéptido de Factor VIl o Factor Vlla
fusionado con albimina, en el que al menos uno de estos polipéptidos de Factor VII o Factor Vlla esta localizado en
el extremo N-terminal de la proteina de fusién y en el que la proteina de fusion tiene actividad bioldgica de Factor
VII/Vlla y en el que un enlazador peptidico separa el resto del Factor VIl o del Factor Vlla en el extremo N-terminal
de la proteina de fusion, del resto de albdmina, comprendiendo dicho enlazador al menos 25 aminoacidos y unida-
des de repeticion que comprenden glicina y serina.

2. Un polipéptido fusionado con albimina segun la reivindicacién 1, en el que la proteina de fusion tiene al
menos 25% de actividad biolégica especifica y molar de Factor VII/Vlla en comparacion con el Factor VIl o el Factor
Vlla de tipo silvestre no fusionado respectivo.

3. Un polipéptido fusionado con albimina que comprende un polipéptido de Factor VII o Factor Vlla segun la
reivindicacién 1 0 2, en el que la proteina de fusidn tiene una semivida plasmatica funcional incrementada in vivo en
comparacién con un Factor VIl o un Factor Vlla no fusionado.

4. Un polipéptido fusionado con albimina que comprende un polipéptido de Factor VII o Factor Vlla segun la
reivindicaciéon 3, en el que la proteina de fusion tiene una semivida funcional in vivo que se incrementa al menos
100% en comparacion con un Factor VII o un Factor Vlla no fusionado.

5. El polipéptido fusionado con albumina segun las reivindicaciones 1 a 4, en el que el enlazador contiene un
sitio de escision para proteasa.

6. El polipéptido fusionado con albumina segun la reivindicacién 5, en el que el sitio de escisiéon se puede es-
cindir con una proteasa de la coagulacion seleccionada a partir del grupo que consiste en Factor lla, Factor IXa, Fac-
tor Xa, Factor Xla, Factor Xlla, proteina C activada, elastasa o calicreina.

7. El polipéptido fusionado con albumina segun las reivindicaciones 1 a 6, en el que el enlazador se modifica
mediante la insercion de sitios para modificaciones postraduccionales y en el que la modificacién postraduccional
comprende uno o varios sitios de N-glicosilacion de la estructura Asn - X - Ser/Thr, en donde X designa cualquier
aminoacido excepto prolina.

8. El polipéptido fusionado con albimina segun la reivindicacion 1 a 7, en el que dicho polipéptido fusionado
con albumina se modifica de modo que la modificacion comprende afadir mediante insercion al menos parte del
péptido de activacion de un polipéptido diferente dependiente de vitamina K, o afiadir mediante insercién un analogo
de dicho péptido de activacion del polipéptido diferente dependiente de vitamina K.

9. Los polipéptidos fusionados con albimina segun las reivindicaciones 1 a 8, en los que el resto del polipépti-
do del Factor VIl o del Factor Vlla tiene actividad procoagulante.

10. El polipéptido fusionado con albumina segun las reivindicaciones 1 a 9, para uso como medicamento.

11. Una composicion farmacéutica que comprende una cantidad eficaz del polipéptido fusionado con albumina

segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, junto con un vehiculo o un excipiente farmacéuticamente acep-
table.

12. Una composicion farmacéutica segun la reivindicacion 11, para uso en el tratamiento o la prevenciéon de
trastornos hemorragicos, en donde el trastorno hemorragico es preferentemente hemofilia A.

13. Una composicién farmacéutica segun la reivindicacion 12, en la que el polipéptido fusionado con albimina
se administra por via intravenosa, subcutanea, intramuscular, intraperitoneal, intracerebral, intrapulmonar, intranasal
o transdérmica.

14. Una molécula de acido nucleico en donde dicha molécula de acido nucleico comprende una secuencia de
polinucleétidos que codifica el polipéptido fusionado con albumina segun las reivindicaciones 1 a 9, en donde dicha
secuencia de polinuclettidos se encuentra en el extremo 3' de una secuencia de nucleétidos que codifica un propép-
tido que media en la carboxilacion gamma de la parte fusionada del Factor VII/Vlla.

15. Un plasmido o un vector en donde dicho plasmido o vector comprende la molécula de acido nucleico segun
la reivindicacién 14.

16. Un plasmido o un vector segun la reivindicaciéon 15, en donde dicho plasmido o vector es i) un vector de ex-
presion o ii) un vector de transferencia para uso en terapia génica.

17. Una célula hospedadora en donde dicha célula hospedadora comprende la molécula de acido nucleico
segun la reivindicacion 14 a 16.

18. Un método para preparar un polipéptido fusionado con albumina segun la reivindicacion 1 a 9, en donde di-
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cho método comprende:

a. proporcionar un acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido fu-
sionado con albumina que se puede expresar en un organismo;

b. expresar el acido nucleico en el organismo para formar un polipéptido fusionado con albimina;y

purificar el polipéptido fusionado con albdmina.
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Figura 1:

. XhoT : o NotI
. . CTGCGAGCCCCATTTCCCTCGAGGGCCGCCGCARGGECGAATTCGGATCCGCGGCCGCA
.l.L R A P F P|] '
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Figura 2:
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albumina

Factor Vii

...LRAPFP|[DAHKSE...

...LRAPFP| G DAHKSE...

...LRAPFP| GS [IDAHKSE...

...LRAPFP| GGS [DAHKSE...

...LRAPFP| SSGS DAHKSE...

...LRAPFP| SS GGS DAHKSE...

...LRAPFP| S GGS GS DAHKSE...

...LRAPFP| SS GGS GS |DAHKSE...

...LRAPFP| SS (GGS)4 GS [DAHKSE...

...LRAPFP| SS (GGS)s GS IDAHKSE...

...LRAPFP| SS (GGS)7 GS DAHKSE...

...LRAPFP

SS (GGS)s GS DAHKSE...

...LRAPFPI SS NGS GS DAHKSE...

DAHKSE....

...LRAPFP| SS NGS GGS GS

...LRAPFP| SS NGS GGS GGN GS DAHKSE...

...LRAPFP|SS NGS (GGS)3 GGN GS |DAHKSE...

LRAPFP|SS NGS (GGS)s GGN GS DAHKSE...

...LRAPFP|

SS NGS (GGS)7 GGN GS |[DAHKSE...

...LRAPFP| SS NGS (GGS)3 NGS (GGS)3 GGN GS

DAHKSE...

...LRAPFP| SS VPRAV GGS (GGS)2 GS DAHKSE..

31



ES 2504517713

Figura 3:
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Figura 4:
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