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DESCRIPCION
Composiciones solidas estabilizadas de polipéptidos del Factor Vlla
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a composiciones estables tanto quimica como fisicamente que comprenden Factor
VII activado (Vlla), de modo que estas composiciones se pueden almacenar, manipular y utilizar a temperatura am-
biente.

Antecedentes de la invencion

El Factor VIl es un polipéptido implicado en el proceso de coagulaciéon sanguinea. Hoy en dia, el Factor Vlla se pue-
de preparar mediante técnicas recombinantes (rFVIla) y es de uso generalizado como agente prohemostatico. El
Factor VII (humano de tipo silvestre) se ha descrito en el documento de patente de EE.UU. n°® 4.784.950. El rFVlla
ofrece actualmente una respuesta prohemostatica rapida y muy eficaz en individuos hemofilicos que padecen hemo-
rragia. Ventajosamente, el rFVlla se puede utilizar para tratar individuos hemofilicos que no se pueden tratar con
otros productos a base de factores de coagulacion, debido a la formacion de anticuerpos. También individuos que
tienen una carencia de Factor VIl o individuos que tienen un sistema de coagulaciéon normal, pero que aun asi expe-
rimentan una hemorragia excesiva, se pueden tratar con éxito con rFVlla.

Se tienen que considerar diversos parametros cuando se desarrolla un medicamento que comprende un polipéptido
tal como, por ejemplo, el Factor Vlla. Por ejemplo, el medicamento debe ser eficaz, seguro y generar un buen cum-
plimiento por parte del paciente. Por otra parte, el medicamento se puede formular para administraciéon parenteral
utilizando excipientes farmacéuticamente aceptables, que tendran que obtener la aprobacion de diversas agencias
reguladoras médicas mundiales. Con el fin de una administracion parenteral, es muy deseable que la formulacion
sea aproximadamente isotonica y que el pH de la formulacion esté en un valor fisiolégicamente adecuado después
de la inyeccién/infusion, de lo contrario puede producir dolor y molestias en el paciente. Para una revision general de
las formulaciones de proteinas, véase, por ejemplo, Cleland et al.: The development of stable protein formulations: A
closer look at protein aggregation, deamidation and oxidation, Critical Reviews in Therapeutic Drug Carrier Systems
1993, 10(4): 307-377; y Wang et al., Parenteral formulations of proteins and peptides: Stability and stabilizers,
Journal of Parenteral Science and Technology 1988 (suplemento), 42 (2S).

Sin embargo, para medicamentos que comprenden polipéptidos, la seguridad puede estar directamente relacionada
con la estabilidad fisica y quimica del polipéptido. Al ser un polipéptido, el Factor VIl o un polipéptido relacionado con
el Factor VIl es susceptible de una degradacion fisica, incluyendo desnaturalizacion y agregacion, tal como la forma-
cion de agregados solubles o insolubles en forma de dimeros, oligdmeros y polimeros, o una degradacion quimica,
incluyendo, por ejemplo, hidrélisis, desamidacion y oxidacion. En consecuencia, dicha inestabilidad fisica y quimica
puede provocar una pérdida de la actividad del polipéptido del Factor VII, una formacion de productos de degrada-
cion toxicos e inmunogenos, un riesgo grave de producir trombosis después de la inyeccion de los polipéptidos de-
gradados del Factor VII, una obstruccion de las agujas utilizadas para las inyecciones y un riesgo de falta de homo-
geneidad, por mencionar algunos ejemplos.

Por lo tanto, es esencial proporcionar composiciones que comprenden polipéptidos del Factor VIl que sean estables
frente a la degradacion fisica y quimica.

En la actualidad, el polipéptido FVII preparado de forma recombinante se proporciona como un producto liofilizado
que esta destinado a ser almacenado a temperaturas entre aproximadamente 2 y aproximadamente 8°C. El requisito
de unas condiciones refrigeradas provoca una carga y es un inconveniente para el fabricante o el proveedor, asi
como para el usuario final (el paciente).

El producto FVII preparado de forma recombinante existente es NovoSeven® (Novo Nordisk A/S, Dinamarca) que
consiste en 1,2 mg de Factor Vlla humano recombinante, 5,84 mg de NaCl, 2,94 mg de CaCl,, 2 H;0, 2,64 mg de
glicilglicina, 0,14 mg de polisorbato 80 y 60,0 mg de manitol. Cuando se reconstituye en 2,0 ml de agua para inyec-
cion (WFI), el pH es 5,5 y la solucién que contiene FVII preparada de este modo es suficientemente estable durante
24 horas a temperatura ambiente.

Los presentes investigadores han encontrado que en el almacenamiento del producto NovoSeven® liofilizado duran-
te 6 meses a 25°C, aproximadamente 6 a 7% p/p del contenido inicial del rFVIla esta presente en forma de agrega-
dos.

Por lo tanto, las composiciones que comprenden polipéptidos del Factor VII tienen que estar estabilizadas, permi-
tiendo de ese modo el almacenamiento y la manipulacion a temperatura ambiente. Sin embargo, la inestabilidad de
los polipéptidos se refiere a varios parametros y es imposible predecir la manera adecuada de estabilizar un Factor
Vlla o un polipéptido relacionado con el Factor VII.

Una metodologia para la estabilizacion de una proteina se refiere a la eliminacion del agua de la proteina, por ejem-
plo, proporcionando la proteina en forma de torta liofilizada, un material final obtenido en un proceso de liofilizacion.
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Sin embargo, el proceso de liofilizacion en si también es perjudicial para las proteinas; durante la liofilizacion, la
solucion de proteina se enfria primero hasta que se congela adecuadamente y la mayoria del agua en masa en la
solucién de proteina formara hielo en esta etapa. Por ello, la proteina es propensa a tensiones inducidas por la con-
gelacion lo que produce deformacion y precipitacion. En la siguiente etapa, la denominada etapa de secado primaria,
el hielo se sublima y en la etapa de secado secundaria, el agua adsorbida o unida se elimina a temperaturas eleva-
das. Durante esta eliminacion del agua, las proteinas pueden perder su conformacién apropiada la cual se propor-
ciona principalmente a través de enlaces de hidrégeno.

Por lo tanto, para conservar la conformacion, la actividad y la estabilidad de la proteina durante la liofilizacion, la
solucién de polipéptido se tiene que complementar con cantidades suficientes de excipientes adecuados con propie-
dades crioprotectoras y/o lioprotectoras, a fin de proteger la proteina de tensiones inducidas por la liofilizacion y/o de
tensiones durante la eliminacién de agua, respectivamente.

Ademas, cuando se proporciona un producto liofilizado, una caracteristica esencial se refiere a las propiedades de la
torta liofilizada. Tiene que tener buenas propiedades en cuanto a su forma y estructura, es decir, no se tiene que
colapsar porque las tortas de este tipo colapsadas pueden ser dificiles o incluso imposibles de disolver (reconstituir)
antes del uso. Por el contrario, la estructura fisica de la torta liofilizada no puede ser demasiado hueca y blanda. Por
lo tanto, se afiaden uno o varios agentes denominados volumétricos a la solucion de proteina antes de la liofiliza-
cion.

Otras publicaciones de interés con respecto a la estabilizacion de polipéptidos son las siguientes:

El documento de EE.UU. 20010031721 A1 (American Home Products) se refiere a formulaciones de Factor IX
muy concentradas, liofilizadas y liquidas.

El documento WO 97/26909 (Genetics Institute) se refiere a preparaciones liofilizadas de Factor IX, adecuadas
para el almacenamiento y la administracion. Las preparaciones pueden comprender sacarosa o manitol como
crioprotector.

El documento WO 95/28954 (Genetics Institute) se refiere a preparaciones de Factor 1X, adecuadas para el al-
macenamiento y la administracion. Las preparaciones pueden comprender sacarosa como crioprotector.

El documento WO 00/48635 (Besman M) se refiere a composiciones terapéuticas de Factor VIII que son esta-
bles en ausencia de albumina. La composicion comprende ademas de Factor VIlI, 4% a 10% de un agente vo-
lumétrico seleccionado a partir del grupo que consiste en manitol, glicina y alanina; 1% a 4% de un agente es-
tabilizador seleccionado a partir del grupo que consiste en sacarosa, trehalosa, rafinosa, arginina; sal de calcio
1 mM a 5 mM; NaCl 100 mM a 300 mM; y un agente tamponador para mantener un pH de aproximadamente
entre 6 y 8. Esta composicion puede comprender adicionalmente un tensioactivo tal como polisorbato 20, poli-
sorbato 80, Pluronic F68 o Brij 35.

El documento WO 93/00807 (Cryolife) se refiere a un método para estabilizar biomateriales durante la liofiliza-
cion utilizando un sistema de dos componentes. El sistema de dos componentes descrito comprende un crio-
protector (A), preferiblemente polietilenglicol (PEG), polivinilpirrolidona, hidroxietil almidén, dextrano o ficol; y un
segundo componente (B) seleccionado a partir del grupo: un azdcar, un aminoacido, un alcohol polihidroxilado
y una metilamina. El documento menciona varias proteinas incluyendo el Factor VIILI.

El documento WO 00/48635 (Besman M) se refiere a composiciones terapéuticas de Factor VIII que son esta-
bles en ausencia de albumina. La composicion comprende ademas de Factor VIlI, 4% a 10% de un agente vo-
lumétrico seleccionado a partir del grupo que consiste en manitol, glicina y alanina; 1% a 4% de un agente es-
tabilizador seleccionado a partir del grupo que consiste en sacarosa, trehalosa, rafinosa, arginina; sal de calcio
1 mM a 5 mM; NaCl 100 mM a 300 mM; y un agente tamponador para mantener un pH de aproximadamente
entre 6 y 8. Esta composicion puede comprender adicionalmente un tensioactivo tal como polisorbato 20, poli-
sorbato 80, Pluronic F68 o Brij 35.

El documento WO 93/00807 (Cryolife) se refiere a un método para estabilizar biomateriales durante la liofiliza-
cion utilizando un sistema de dos componentes. El sistema de dos componentes descrito comprende un crio-
protector (A), preferiblemente polietilenglicol (PEG), polivinilpirrolidona, hidroxietil almidén, dextrano o ficol; y un
segundo componente (B) seleccionado a partir del grupo: un azicar, un aminoacido, un alcohol polihidroxilado
y una metilamina. El documento menciona varias proteinas incluyendo el Factor VIILI.

El documento WO 94/26286 (Kabi Pharmacia) se refiere a un producto farmacéutico final que comprende Fac-
tor de coagulacion VIl en una solucidon acuosa con una concentracion reducida de oxigeno, por ejemplo,
haciendo uso de un gas inerte y/o un antioxidante.

International Journal of Pharmaceutics 2000, 203:1-60 (W. Wang: "Lyophilization and development of solid pro-
tein pharmaceuticals") es un articulo de revision que analiza la formulaciéon de productos farmacéuticos a base
de proteinas sélidas.
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El documento WO 94/26286 (Kabi Pharmacia) se refiere a un producto farmacéutico final que comprende Fac-
tor de coagulacion VIl en una solucidon acuosa con una concentracion reducida de oxigeno, por ejemplo,
haciendo uso de un gas inerte y/o un antioxidante.

International Journal of Pharmaceutics 2000, 203:1-60 (W. Wang: "Lyophilization and development of solid pro-
tein pharmaceuticals") es un articulo de revisidon que analiza la formulacidon de productos farmacéuticos a base
de proteinas sélidas.

Es un objetivo de la presente invencion proporcionar composiciones estables de polipéptidos del Factor VII, sustan-
cialmente sin una presencia de productos de degradacion y sin una disminucion de la actividad de los polipéptidos
del Factor VII, preferiblemente después de un almacenamiento prolongado en condiciones ambientales, por ejemplo,
durante al menos 6 meses. Ademas, es un objetivo que las composiciones estables sean adecuadas para la admi-
nistracion parenteral, a fin de no causar ninguin inconveniente al paciente.

Compendio de la invencion

Los presentes investigadores han descubierto que se pueden proporcionar polipéptidos del Factor VIl en una com-
posicidon que es suficientemente estable para permitir un almacenamiento a temperatura ambiente durante aproxi-
madamente al menos 8 meses. Los investigadores han encontrado que la estabilizacion se refiere a la correcta
combinacién de algunos excipientes farmacéuticamente aceptables.

Por consiguiente, la presente invencion se refiere en un primer aspecto a composiciones estabilizadas que tienen un
contenido en humedad no superior al 3%, y comprenden un polipéptido del Factor Vlla y una combinacién de saca-
rosa y un poliol seleccionado a partir del grupo que consiste en manitol, sorbitol y xilitol; en donde dicho poliol esta
presente en una relacién en peso con relacién a dicha sacarosa que varia de 10:1 a 1:2.

En un aspecto adicional, la invencién se refiere a un método para preparar un polipéptido estable del Factor VII que
comprende las etapas de:

i) proporcionar dicho polipéptido del Factor Vlla en una solucién que comprende una combinacion de saca-
rosa y un poliol seleccionado a partir del grupo que consiste en manitol, sorbitol y xilitol; en donde dicho po-
liol esta presente en una relaciéon en peso con relaciéon a dicha sacarosa que varia de 10:1 a 1:2;

i) liofilizar dicha solucién para obtener una composicion sélida con un contenido en humedad no superior al
3% p/p.

Como se ha mencionado, se requieren polipéptidos estables del Factor VII a fin de minimizar el riesgo de eventos
adversos y para mejorar la seguridad y la eficacia cuando se administran polipéptidos del Factor VIl con fines terap-
éuticos. Por lo tanto, otro aspecto adicional de la invencién se refiere al uso de polipéptido del Factor Vlla para la
preparacion de un medicamento para tratar un sindrome sensible al Factor VII, en donde dicho sindrome se selec-
ciona entre el grupo que consiste en hemofilia A, hemofilia B, carencia de Factor XI, carencia de Factor VI, trombo-
citopenia, enfermedad de von Willebrand, presencia de un inhibidor del factor de coagulacion, cirugia, traumatismo y
terapia anticoagulante, en donde dicho medicamento comprende una composiciéon que comprende:

un polipéptido del Factor Vlla y una combinacion de sacarosa y un poliol seleccionado a partir del grupo que consis-
te en manitol, sorbitol y xilitol; en donde dicho poliol esta presente en una relacion en peso con respecto a dicha
sacarosa que varia de 10:1 a 1:2; teniendo dicha composicién un contenido en humedad que no es superior al 3%.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se refiere a composiciones estables durante el almacenamiento que comprenden polipéptidos
del Factor VII. Las composiciones se pueden almacenar a temperatura ambiente durante un periodo de tiempo pro-
longado sin causar una degradacion sustancial del polipéptido del Factor VII. Por temperatura ambiente se entiende
la temperatura ambiente en el interior de una habitacion; normalmente varia desde aproximadamente 5°C hasta
aproximadamente 40°C, tal como desde aproximadamente 10°C a 30°C o de 15°C a 25°C.

Mediante la combinacién predeterminada apropiada de excipientes farmacéuticamente aceptables particulares, los
presentes investigadores han proporcionado composiciones estabilizadas que comprenden polipéptidos del Factor
VII, permitiendo de este modo que las composiciones se almacenen a temperatura ambiente durante un periodo de
tiempo prolongado, tal como al menos aproximadamente 8 meses. Ventajosamente, las composiciones estabilizadas
no se tienen que almacenar en condiciones refrigeradas, tal como entre 2 y 8°C.

La presente invencién también describe composiciones estables durante el almacenamiento que son estables duran-
te al menos aproximadamente 8 meses, después de un almacenamiento a aproximadamente 30°C. La composicién
se almacena preferiblemente en la oscuridad. Por lo tanto, la presente invencion hace posible el almacenamiento de
tales composiciones a temperatura ambiente sin aumentar el riesgo de efectos adversos en el paciente al que se
administran tales composiciones. Ventajosamente, la mejora de la estabilidad durante el almacenamiento también
dara lugar a una reduccion de los costes porque no se requieren unas condiciones especiales durante el almacena-



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 523 655 T3

miento, lo que produce ademas una manipulacién mas conveniente por parte del usuario de la composicion.

La expresion "polipéptido del Factor VII" se considera que significa cualquier polipéptido del Factor VII que es eficaz
en la prevencion o el tratamiento de una hemorragia. Incluye polipéptidos del Factor VIl obtenidos a partir de la san-
gre o el plasma, o producidos por medios recombinantes.

Tal y como se usa en este documento, "polipéptido del Factor VII" incluye, sin limitacion, Factor VII, asi como po-
lipéptidos relacionados con el Factor VII. El término "Factor VII" se entiende que incluye, sin limitacion, polipéptidos
que tienen la secuencia de aminoacidos 1-406 del Factor VIl humano de tipo silvestre (como se describe en el do-
cumento de patente de EE.UU. n° 4.784.950), asi como Factor VIl de tipo silvestre de otras especies, tales como,
por ejemplo, bovino, porcino, canino, murino y de salmén, dicho Factor VII obtenido a partir de sangre o plasma, o
producido por medios recombinantes. También incluye variaciones alélicas naturales del Factor VIl que pueden
existir y producirse de un individuo a otro. También, el grado y la localizaciéon de una glicosilacion u otras modifica-
ciones posteriores a la traduccion pueden variar dependiendo de las células hospedadoras seleccionadas y de la
naturaleza del entorno celular del hospedador. El término "Factor VII" también se entiende que incluye polipéptidos
del Factor VIl en su forma no escindida (zimégeno), asi como aquellos que se han procesado proteoliticamente para
producir sus formas bioactivas respectivas, que se pueden denominar Factor Vlla. Por lo general, el Factor VII se
escinde entre los residuos 152 y 153 para generar el Factor Vlla.

Como se ha mencionado, la expresion "polipéptidos del Factor VII" se considera que significa también "polipéptidos
relacionados con el Factor VII". La expresion "polipéptidos relacionados con el Factor VII" se entiende que incluye
tales polipéptidos en su forma no escindida (zimégeno), asi como aquellos que se han procesado proteoliticamente
para generar sus formas bioactivas respectivas. Tal y como se utiliza en esta memoria, "polipéptidos relacionados
con el Factor VII" incluye, sin limitacion, polipéptidos que muestran sustancialmente la misma actividad biologica o
una actividad mejorada en relacién con el Factor VIl humano de tipo silvestre. Estos polipéptidos incluyen, sin limita-
cion, Factor VII o Factor Vlla que se ha modificado quimicamente y variantes del Factor VIl en las que se han intro-
ducido alteraciones especificas de la secuencia de aminoacidos que modifican o mejoran ligeramente la actividad
bioldgica del polipéptido.

Ademas, los polipéptidos relacionados con el Factor VII, que incluyen variantes del Factor VII que muestran sustan-
cialmente la misma actividad biolégica o una actividad mejor que la del Factor VIl de tipo silvestre, incluyen sin limi-
tacion polipéptidos que tienen una secuencia de aminoacidos que difiere de la secuencia del Factor VII de tipo sil-
vestre mediante insercién, deleciéon o sustitucion de uno o varios aminoacidos.

Los polipéptidos relacionados con el Factor VII, que incluyen variantes, que tienen sustancialmente la misma activi-
dad biolégica o una actividad mejorada en relacion con la del Factor Vlla de tipo silvestre, incluyen los que muestran
al menos aproximadamente 25%, preferiblemente al menos aproximadamente 50%, mas preferiblemente al menos
aproximadamente 75%, mas preferiblemente al menos aproximadamente 100%, mas preferiblemente al menos
aproximadamente 110%, mas preferiblemente al menos aproximadamente 120% y lo mas preferiblemente al menos
aproximadamente 130% de la actividad especifica del Factor Vlla de tipo silvestre que se ha producido en el mismo
tipo de célula, cuando se somete a ensayo en uno o varios ensayos entre ensayo de coagulacion, ensayo de protet-
lisis 0 ensayo de unién a FT, tal y como se describe en la presente memoria descriptiva.

En algunas realizaciones, los polipéptidos del Factor VIl son polipéptidos relacionados con el Factor VI, en particular
variantes, en donde la relacion entre la actividad de dicho polipéptido del Factor VIl y la actividad del Factor Vlla
humano natural (FVIla de tipo silvestre) es de al menos aproximadamente 1,25 cuando se somete a ensayo en el
"Ensayo de Hidrdlisis in vitro" (véase el Ejemplo 9, mas abajo); en otras realizaciones, la relacion es de al menos
aproximadamente 2,0; en realizaciones adicionales, la relacion es de al menos aproximadamente 4,0. En algunas
realizaciones de la invencion, los polipéptidos del Factor VIl son polipéptidos relacionados con el Factor VI, en parti-
cular variantes, en donde la relacién entre la actividad de dicho polipéptido del Factor VIl y la actividad del Factor
Vlla humano natural (FVlla de tipo silvestre) es al menos de aproximadamente 1,25 cuando se somete a ensayo en
el "Ensayo de Protedlisis in vitro" (véase el Ejemplo 9, mas abajo); en otras realizaciones, la relaciéon es de al menos
aproximadamente 2,0; en realizaciones adicionales, la relacion es de al menos aproximadamente 4,0; en realizacio-
nes adicionales, la relacién es de al menos aproximadamente 8,0.

Ejemplos no limitativos de variantes del Factor VIl que tienen sustancialmente la misma actividad biolégica o una
actividad mejorada que la del Factor VIl de tipo silvestre, incluyen S52A-FVII, S60A-FVII (Lino et al., Arch. Biochem.
Biophys. 352: 182-192, 1998); L305V-FVII, L305V/M306D/D309S-FVII, L305I-FVII, L305T-FVII, F374P-FVII,
V158T/M298Q-FVII, V158D/E296V/M298Q-FVII, K337A-FVII, M298Q-FVIl, V158D/M298Q-FVII, L305V/K337A-FVII,
V158D/E296V/M298Q/L305V-FVII, V158D/E296V/M298Q/K337A-FVII, V158D/E296V/M298Q/L305V/K337A-FVII,
K157A-FVIl, E296V-FVII, E296V/M298Q-FVII, V158D/E296V-FVII, V158D/M298K-FVII y S336G-FVII; variantes de
FVlla que muestran una mayor estabilidad proteolitica tal y como se describe en el documento de Patente de Esta-
dos Unidos n° 5.580.560; Factor Vlla que se ha escindido proteoliticamente 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 FVII como se describen en el documento
PCT/DK02/00189; variantes de FVII que muestran una mayor estabilidad proteolitica como se describen en el do-
cumento WO 02/38162 (Scripps Research Institute); variantes de FVII que tienen un dominio Gla modificado y que
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muestran una uniéon mejorada a la membrana como se describe en el documento WO 99/20767 (Universidad de
Minnesota); variantes de FVII como se describen en el documento WO 01/58935 (Maxygen ApS); variantes de FVII
que tienen una actividad bioldgica mejorada en comparacion con FVlla de tipo silvestre como se describen en los
documentos WO 01/83725, WO 02/22776, WO 02/077218, PCT/DK02/00635, solicitud de patente danesa PA 2002
01423, solicitud de patente danesa PA 2001 01627; WO 02/38162 (Scripps Research Institute); y variantes de FVlla
con actividad mejorada como se describen en el documento JP 2001061479 (Chemo-Sero-Therapeutic Res Inst.).

Ejemplos de factor VIl o de polipéptidos relacionados con el factor VIl incluyen, sin limitacion, Factor VII de tipo sil-
vestre, L305V-FVII, L305V/M306D/D309S-FVII, L3051-FVIl, L305T-FVIlI, F374P-FVIl, V158T/M298Q-FVII,
VV158D/E296V/M298Q-F VII, K337A-FVII, M298Q-F VI, VV158D/M298Q-F VI, L305V/K337A-FVII,
V158D/E296V/M298Q/L305V-FVII, V158D/E296V/M298Q/K337A-FVII, V158D/E296V/M298Q/L305V/K337A-FVII,
K157A-FVIl, E296V-FVII, E296V/M298Q-FVIlI, V158D/E296V-FVII, V1.58D/M298K-FVII, y S336G-FVII,
L305V/K337A-FVII, L305V/V158D-FVII, L305V/E296V-FVII, L305V/M298Q-F VI, L305V/V158T-FVII,
L305V/K337A/NV158T-FVII, L305V/K337A/M298Q-FVII, L305V/K337A/E296V-FVII, L305V/K337A/N158D-FVII,
L305V/V158D/M298Q-FVII, L305V/V158D/E296V-FVII, L305V/V158T/M298Q-FVII, L305V/V158T/E296V-FVII,
L305V/E296V/M298Q-FVII, L305V/V158D/E296V/M298Q-FVII, L305V/V158T/E296V/M298Q-FVII,
L305V/V158T/K337A/M298Q-FVII, L305V/V158T/E296V/K337A-FVII, L305V/V158D/K337A/M298Q-F VI,
L305V/V158D/E296V/K337A-FVII, L305V/V158D/E296V/M298Q/K337A-FVII, L305VN158T/E296V/M298Q/K337A-
FVIl, S314E/K316H-FVII, S314E/K316Q-FVIl, S314E/L305V-FVII, S314E/K337A-FVII, S314E/NV158D-FVII,
S314E/E296V-FVII, S314E/M298Q-FVII, S314E/V158T-FVII, K316H/L305V-FVII, K316H/K337A-FVII,
K316H/V158D-F VI, K316H/E296V-F VII, K316H/M298Q-F VI, K316H/V158T-FVII, K316Q/L305V-FVII,
K316Q/K337A-FVII, K316Q/V158D-FVII, K316Q/E296V-FVII, K316Q/M298Q-F VI, K316Q/V158T-FVII,
S314E/L305V/K337A-FVII, S314E/L305V/V158D-FVIlI, S314E/L305V/E296V-FVII, S314E/L305V/M298Q-FVII,
S314E/L305V/V158T-FVII, S314E/L305V/K337A/NV158T-FVII, S314E/L305V/K337A/M298Q-F VI,
S314E/L305V/K337A/E296V-FVII, S314E/L305V/K337A/N158D-F VII, S314E/L305V/V158D/M298Q-FVII,
S314E/L305V/V158D/E296V-F VII, S314E/L305V/V158T/M298Q-FVII, S314E/L305V/V158T/E296V-FVII,
S314E/L305V/E296V/M298Q-FVII, S314E/L305V/V158D/E296V/M298Q-FVII, S314E/L305V/V158T/E296V/M298Q-
FVII, S314E/L305V/V158T/K337A/M298Q-F VII, S314E/L305VN158T/E296V/K337A-FVII,
S314E/L305V/V158D/K337A/M298Q-FVII, S314E/L305VN158D/E296V/K337A-FVII,
S314E/L305V/V158D/E296V/M298Q/K337A-F VII, S314E/L305V/V158T/E296V/M298Q/K337A-FVII,
K316H/L305V/K337A-FVII, K316H/L305V/V158D-FVII, K316H/L305V/E296V-FVII, K316H/L305V/M298Q-FVII,
K316H/L305VN158T-FVII, K316H/L305V/K337A/N158T-FVII, K316H/L305V/K337A/M298Q-F VI,
K316H/L305V/K337A/E296V-F VII, K316H/L305V/K337AN158D-F VII, K316H/L305V/V158D/M298Q-F VI,
K316H/L305VN158D/E296V-FVII, K316H/L305V/V158T/M298Q-F VI, K316H/L305V/V158T/E296V-FVII,
K316H/L305V/E296V/M298Q-FVII, K316H/L305V/V158D/E296V/M298Q-FVII, K316H/L305V/V158T/E296V/M298Q-
FVII, K316H/L305V/V158T/K337A/M298Q-FVII, K316H/L305V/V158T/E296V/K337A-FVII,
K316H/L305V/V158D/K337A/M298Q-FVII, K316H/L305V/V158D/E296V/K337A-FVII,
K316H/L305V/V158D/E296V/M298Q/K337A-FVII, K316H/L305V/V158T/E296V/M298Q/K337A-F VII,
K316Q/L305V/K337A-FVII, K316Q/L305V/V158D-FVII, K316Q/L305V/E296V-FVII, K316Q/L305V/M298Q-FVII,
K316Q/L305V/V158T-FVII, K316Q/L305V/K337A/NV158T-FVII, K316Q/L305V/K337A/M298Q-F VII,
K316Q/L305V/K337A/E296V-FVII, K316Q/L305V/K337AN158D-FVII, K316Q/L305V/V158D/M298Q-FVII,
K316Q/L305V/V158D/E296V-F VII, K316Q/L305V/V158T/M298Q-FVII, K316Q/L305V/V158T/E296V-FVII,
K316Q/L305V/E296V/M298Q-FVII, K316Q/L305V/V158D/E296V/M298Q-FVII, K316Q/L305VN158T/E296V/M298Q-
FVII, K316Q/L305V/V158T/K337A/M298Q-FVII, K316Q/L305V/V158T/E296V/K337A-FVII,
K316Q/L305V/V158D/K337A/M298Q-F VI, K316Q/L305VN158D/E296V/K337A-FVII,
K316Q/L305V/V158D/E296V/M298Q/K337A-FVII, K316Q/L305V/V158T/E296V/M298Q/K337A-FVII, F374Y/K337A-
FVII, F374Y/NV158D-FVIl, F374Y/E296V-FVII, F374Y/M298Q-FVII, F374Y/V158T-FVIlI, F374Y/S314E-FVII,
F374Y/L305V-FVII, F374Y/L305V/K337A-FVII, F374Y/L305V/V158D-FVII, F374Y/L305V/E296V-FVII,
F374Y/L305V/M298Q-FVIlI, F374Y/L305V/V158T-FVII, F374Y/L305V/S314E-FVIl, F374Y/K337A/S314E-FVII,
F374Y/K337A/N158T-FVII, F374Y/K337A/M298Q-FVII, F374Y/K337A/E296V-FVII, F374Y/K337A/N158D-FVII,
F374Y/V158D/S314E-FVIlI, F374Y/V158D/M298Q-FVII, F374Y/NV158D/E296V-FVII, F374Y/N158T/S314E-FVII,
F374Y/V158T/M298Q-FVII, F374Y/V158T/E296V-FVII, F374Y/E296V/S314E-FVIl, F374Y/S314E/M298Q-FVII,

F374Y/E296V/M298Q-FVII, F374Y/L305V/K337A/NV158D-FVII, F374Y/L305V/K337A/E296V-FVII,
F374Y/L305V/K337A/M298Q-FVII, F374Y/L305V/K337A/N158T-FVII, F374Y/L305V/K337A/S314E-FVII,
F374Y/L305V/V158D/E296V-FVII, F374Y/L305V/V158D/M298Q-FVII, F374Y/L305V/V158D/S314E-FVII,
F374Y/L305V/E296V/M298Q-FVII, F374Y/L305V/E296V/V158T-FVII, F374Y/L305V/E296V/S314E-FVII,
F374Y/L305V/M298Q/V158T-FVII, F374Y/L305V/M298Q/S314E-FVII, F374Y/L305V/V158T/S314E-FVII,
F374Y/K337A/S314E/V158T-FVII, F374Y/K337A/S314E/M298Q-FVII, F374Y/K337A/S314E/E296V-FVII,
F374Y/K337A/S314EN158D-FVII, F374Y/K337A/V158T/M298Q-FVII, F374Y/K337A/NV158T/E296V-FVII,
F374Y/K337A/M298Q/E296V-FVII, F374Y/K337A/M298Q/V158D-FVII, F374Y/K337A/E296V/V158D-FVII,
F374YN158D/S314E/M298Q-FVII, F374Y/V158D/S314E/E296V-FVII, F374Y/V158D/M298Q/E296V-FVII,
F374Y/V158T/S314E/E296V-FVII, F374Y/V158T/S314E/M298Q-FVII, F374YN158T/M298Q/E296V-FVII,
F374Y/E296V/S314E/M298Q-FVII, F374Y/L305V/M298Q/K337A/S314E-FVII, F374Y/L305V/E296V/K337A/S314E-
FVII, F374Y/E296V/M298Q/K337A/S314E-FVII, F374Y/L305V/E296V/M298Q/K337A-FVII,
F374Y/L305V/E296V/M298Q/S314E-FVII, F374Y/V158D/E296V/M298Q/K337A-FVII,
F374Y/V158D/E296V/M298Q/S314E-FVII, F374Y/L305VN158D/K337A/S314E-FVII,
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F374Y/V158D/M298Q/K337A/S314E-FVII, F374YN158D/E296V/K337A/S314E-FVII,
F374Y/L305V/V158D/E296V/M298Q-F VI, F374Y/L305V/V158D/M298Q/K337A-FVII,
F374Y/L305V/V158D/E296V/K337A-FVII, F374Y/L305V/V158D/M298Q/S314E-FVII,
F374Y/L305V/V158D/E296V/S314E-FVII, F374YN158T/E296V/M298Q/K337A-F VI,
F374Y/V158T/E296V/M298Q/S314E-F VI, F374Y/L305V/V158T/K337A/S314E-FVII,
F374Y/V158T/M298Q/K337A/S314E-FVII, F374Y/V158T/E296V/K337A/S314E-FVII,
F374Y/L305V/V158T/E296V/M298Q-F VI, F374Y/L305V/V158T/IM298Q/K337A-FVII,
F374Y/L305VN158T/E296V/K337A-F VI, F374Y/L305V/V158T/IM298Q/S314E-FVII,
F374Y/L305VN158T/E296V/S314E-F VI, F374Y/E296V/M298Q/K337A/V158T/S314E-FVII,
F374Y/V158D/E296V/M298Q/K337A/S314E-FVII, F374Y/L305VN158D/E296V/M298Q/S314E-FVII,
F374Y/L305V/E296V/M298Q/V158T/S314E-F VI, F374Y/L305V/E296V/M298Q/K337A/N158T-FVII,
F374Y/L305V/E296V/K337A/N158T/S314E-FVII, F374Y/L305V/M298Q/K337A/NV158T/S314E-FVII,
F374Y/L305V/V158D/E296V/M298Q/K337A-F VI, F374Y/L305V/V158D/E296V/K337A/S314E-FVII,
F374Y/L305V/V158D/M298Q/K337A/S314E-FVII, F374Y/L305V/E296V/M298Q/K337A/N158T/S314E-FVII,

F374Y/L305V/V158D/E296V/M298Q/K337A/S314E-FVII, S52A-Factor VII, S60A-Factor VII; y P11Q/K33E-FVII,
T106N-FVII, K143N/N145T-FVII, V253N-FVII, R290N/A292T-FVII, G291N-FVII, R315N/V317T-FVII,
K143N/N145T/R315NN317T-FVII; FVII que tiene sustituciones, adiciones o deleciones en la secuencia de aminoaci-
dos desde 233Thr a 240Asn, FVII que tiene sustituciones, adiciones o deleciones en la secuencia de aminoacidos
desde 304Arg a 329Cys y FVII que tiene sustituciones, deleciones o adiciones en la secuencia de aminoacidos
lle153-Arg223.

Para los fines de la invencion, la actividad biolégica de polipéptidos del Factor VIl ("actividad bioldgica del Factor
VII") se puede cuantificar midiendo la capacidad de una preparaciéon para favorecer la coagulacion de la sangre
usando plasma que carece de Factor VIl y tromboplastina, como se describe, por ejemplo, en el documento de pa-
tente de EE.UU. n°® 5.997.864. En este ensayo, la actividad biolégica se expresa como la reduccién del tiempo de
coagulacion con respecto a una muestra testigo y se convierte en "unidades de Factor VII" comparando con un
patron de suero humano agrupado que contiene 1 unidad/ml de actividad del Factor VII. Alternativamente, la activi-
dad bioldgica del Factor Vlla se puede cuantificar

(i) midiendo la capacidad del Factor Vlla o de un polipéptido relacionado con el Factor Vlla para producir
Factor X activado (Factor Xa) en un sistema que comprende FT incrustado en una membrana lipidica y Fac-
tor X. (Persson et al., J. Biol. Chem. 272:19919-19924, 1997);

(ii) midiendo la hidrdlisis del Factor X en un sistema acuoso ("Ensayo de Protedlisis in vitro", véase el Ejem-
plo 12, mas adelante);

(iii) midiendo la unién fisica del Factor Vlla o de un polipéptido relacionado con el Factor Vlla, a FT usando
un instrumento basado en la resonancia de plasmén superficial (Persson, FEBS Letts. 413:359-363, 1997);

y

(iv) midiendo la hidrdlisis de un sustrato sintético mediante Factor Vlla y/o un polipéptido relacionado con el
Factor Vlla ("Ensayo de Hidrdlisis in vitro", véase el Ejemplo 12, mas adelante); y

(v) midiendo la generacién de trombina en un sistema in vitro independiente de FT.

La expresion "actividad biologica del Factor VII" o "actividad del Factor VII" se entiende que incluye la capacidad
para generar trombina; la expresion también incluye la capacidad para generar trombina en la superficie de plaque-
tas activadas en ausencia de Factor tisular.

El Ejemplo 12 de la presente memoria descriptiva describe con detalle ensayos utiles para analizar la actividad bio-
l6gica de FVII.

Por otra parte, a lo largo de la presente memoria descriptiva, los términos a continuacion tienen el siguiente signifi-
cado:

El término "estabilizar" se entiende que incluye la reduccion de la formacién de agregados (insolubles y/o
solubles) y/o la degradacién quimica, asi como proporcionar un mantenimiento del pH y una conformacion
apropiada de la proteina durante el almacenamiento o la produccién de las composiciones, de modo que se
conserva una retencion sustancial de la actividad bioldgica y una estabilidad de la proteina. Por otra parte,
estabilizar también se considera que significa lioproteccion y crioproteccion de la proteina durante la pro-
duccién de las composiciones en condiciones de liofilizacion.

La expresion "estabilizacion estructural” o "estabilidad estructural" se entiende que incluye la capacidad pa-
ra formar un tapén o una torta liofilizada con propiedades y apariencia adecuadas, por ejemplo, de tal ma-
nera que no se colapsa y se disuelve facilmente antes del uso.

La expresion "estable durante el almacenamiento” define un producto que esta estabilizado en el almace-
namiento a temperaturas entre 5°C - 40°C y se conserva con unas caracteristicas preseleccionadas del
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producto durante un periodo de tiempo adecuado - frecuentemente varios meses.

La expresion "estabilidad fisica" de polipéptidos del Factor VIl se refiere a la formacién de agregados inso-
lubles y/o solubles en forma de formas dimeras, oligémeras y polimeras de polipéptidos del Factor VII, asi
como a cualquier deformacion estructural y desnaturalizacion de la molécula.

La expresion "estabilidad quimica" se refiere a la formacion de cualquier cambio quimico en los polipéptidos
del Factor VIl en el almacenamiento en estado disuelto o sélido, en condiciones aceleradas. Un ejemplo es
la hidrdlisis, la desamidacion y la oxidacion. En particular, los aminoacidos que contienen azufre son pro-
pensos a la oxidacion con formacion de los sulféxidos correspondientes.

El término "crioprotectores” tal y como se usa en el presente documento, incluye generalmente agentes que
proporcionan estabilidad a la proteina desde las tensiones inducidas por la congelacion. Ejemplos de crio-
protectores incluyen polioles tales como, por ejemplo, manitol, e incluyen sacaridos tales como, por ejem-
plo, sacarosa, asi como incluyen tensioactivos tales como, por ejemplo, polisorbato, poloxamero o polieti-
lenglicol y similares. Los crioprotectores también contribuyen a la tonicidad de las formulaciones.

El término "lioprotector" tal y como se utiliza en el presente documento, incluye agentes que proporcionan
estabilidad a la proteina durante la eliminacion del agua en el proceso de secado del proceso de liofiliza-
cion. Por ejemplo mediante el mantenimiento de la conformacion apropiada de la proteina. Ejemplos de lio-
protectores incluyen sacaridos, en particular disacaridos o trisacaridos. Los crioprotectores también pueden
tener efectos lioprotectores.

La expresion "agente adecuado para mantener el pH en el intervalo de 3 a 9" incluye los agentes que man-
tienen el pH de la solucidn en un intervalo aceptable entre 3,0 y 9,0. Ejemplos tipicos de agentes capaces
de mantener el pH dentro de un intervalo de 3 a 9, son la forma acida o las sales de acido citrico, acido acé-
tico, histidina, acido malico, acido fosforico, acido tartarico, acido succinico, MES, HEPES, PIPES, imidazol,
TRIS, acido lactico, acido glutarico y glicilglicina. Se debe entender que en la presente invencion también se
puede usar una combinacién de agentes, en donde la combinacién de agentes es adecuada para mantener
el pH en el intervalo descrito anteriormente.

La expresion "torta liofilizada" tal y como se usa en esta memoria, incluye la composicién solida obtenida en
el procesamiento de una composicion disuelta o al menos parcialmente disuelta, en condiciones que impli-
can al menos una etapa de enfriamiento hasta congelar dicha composicion disuelta/parcialmente disuelta,
seguida por al menos una etapa de secado al vacio.

La expresion "liofilizacion" y "secado por congelacion” incluye un proceso durante el cual el liquido se extrae
desde una composicion disuelta o al menos parcialmente disuelta, en condiciones que implican al menos
una etapa de enfriamiento hasta congelar la solucion disuelta o parcialmente disuelta, seguida de secado al
vacio. La liofilizacion, o secado por congelacion, es el proceso mas comun para la preparacion de produc-
tos farmacéuticos sdlidos de proteinas. El proceso consiste en dos etapas principales: la congelacion de
una solucién de proteina y el secado al vacio del solido congelado. La etapa de secado se divide en dos fa-
ses: secado primario y secundario. El secado primario elimina el agua congelada (sublimacion del hielo) y el
secado secundario elimina el agua "unida" no congelada (desorcién del agua). Un analisis mas detallado de
cada etapa de la liofilizaciéon se proporciona, por ejemplo, en Wang et al., International Journal of Pharma-
ceutics 203 (2000): 1-60 (véase la seccion 4, pagina 16 y siguientes).

Normalmente, una composicion se liofiliza mediante el llenado en viales, la congelacion en los estantes del aparato
liofilizador, después de lo cual se establece un vacio y los estantes se calientan para poner en marcha el secado
primario (o sublimacion del hielo). A continuacion, tiene lugar el secado secundario (o desorcion del agua absorbida)
a una temperatura mas alta hasta el término del proceso, es decir, cuando la composicién tiene un contenido sufi-
cientemente bajo en humedad (agua). Los métodos de liofilizacién son generalmente conocidos en la técnica, véase,
por ejemplo, Wang et al., International Journal of Pharmaceutics 203 (2000): 1-60. Dentro de la experiencia ordinaria
de un profesional se encuentra el optimizar las condiciones del secado por congelacion en relacion con la temperatu-
ra(s), el tiempo(s) en cada temperatura y también la presion que se va a utilizar durante el proceso para una compo-
sicién especifica.

La expresion "contenido en humedad" se considera que incluye agua asociada con el producto, incluyendo, sin limi-
tacion, agua en forma adsorbida, tal como agua no congelada atrapada o adsorbida a la fase de soluto congelado
y/o asociada con la fase amorfa o adsorbida al sélido cristalino. La expresion "contenido en agua" se utiliza indistin-
tamente con "contenido en humedad". El nivel de humedad residual deseado (contenido en humedad) es una fun-
cion de la duracién y la temperatura de la etapa de secado secundaria. Se conocen en la técnica varios métodos
para determinar el contenido en humedad residual durante la liofilizacion; por ejemplo, se puede usar un higrémetro
electrénico o un analizador de gases residuales. El contenido en humedad de formulaciones liofilizadas se puede
determinar por varios métodos conocidos en la técnica, tales como, por ejemplo, la pérdida por desecacion, la valo-
racion de Karl Fischer, el analisis termogravimétrico (ATG), la cromatografia de gases (CG) o el IR cercano (véase,
por ejemplo, Wang et al., International Journal of Pharmaceutics 203 (2000): 1-60). Los métodos para determinar el
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contenido en agua (contenido en humedad) también se describen en la Farmacopea tanto europea como estadouni-
dense. Por ejemplo, la determinacion del contenido en agua se puede realizar mediante la valoracion culombimétrica
de Karl Fischer, como se describe en la Farmacopea de EE.UU. (USP <921, Ic>) o en la Famacopea Europea (EP
<2.5.32>).

En resumen, el método es como sigue:

Determinacion del contenido en agua mediante valoracion culombimétrica: La reaccion de Karl Fischer se
utiliza en la determinaciéon culombimétrica de agua basada en la reaccién cuantitativa del agua con diéxido
de azufre y yodo en un medio anhidro. El yodo se produce electroquimicamente en la celda de reaccién por
oxidacion de yoduro. El yodo producido en el anodo reacciona inmediatamente con el agua y el didxido de
azufre contenido en la celda de reaccion. La cantidad de agua en la sustancia es directamente proporcional
a la cantidad de electricidad hasta el punto final de la valoracion. Cuando se ha consumido toda el agua en
la célula, se alcanza el punto final y por lo tanto aparece un exceso de yodo que se detecta electrométrica-
mente indicando asi el punto final. A continuacién se calcula el porcentaje de contenido en agua presente
en la sustancia.

El contenido en humedad se puede definir en términos del peso de la muestra en el vial, en el momento del analisis
(es decir, sdlidos mas el agua presente - denominado base de peso himedo) o se puede definir en términos en los
que se corrige para el agua medida en la muestra (es decir, base de peso seco). En el caso de productos liofilizados
con bajos contenidos en humedad, las dos mediciones (base de peso humedo frente a base de peso seco) dan
resultados muy similares. Tal y como se emplea en esta memoria, el contenido en humedad se define en términos
de los sdélidos mas el agua presente (es decir, base de peso hiumedo).

La expresion "agente volumétrico" generalmente incluye agentes que proporcionan buenas propiedades a la torta
liofilizada, que forman un producto farmacéuticamente refinado, que ayudan a que la proteina supere diversas ten-
siones, cizalla/congelacion por ejemplo, asociadas con los procesos de liofilizacion, y que ayudan a mantener unos
niveles de actividad de la proteina durante el proceso de liofilizacion y el posterior almacenamiento. Ejemplos tipicos
de agentes volumétricos incluyen manitol, glicina, sacarosa, lactosa. Estos agentes también pueden contribuir a la
tonicidad de las formulaciones.

La expresion "modificador de la tonicidad" se considera que significa cualquier agente capaz de ajustar la tonicidad
de la composicién, de manera que después de disolver la composicion en el momento del uso, la composicion tiene
una tonicidad como el valor fisiolégico de la sangre, liquido peritoneal u otros liquidos corporales pertinentes. Ob-
viamente, la tonicidad también puede depender de si la solucion reconstituida comprende agentes modificadores de
la tonicidad.

El término "tensioactivos" generalmente incluye aquellos agentes que protegen a la proteina de tensiones inducidas
por la interfaz aire/solucion y de tensiones inducidas por solucion/superficie. Por ejemplo, los tensioactivos pueden
proteger a la proteina de la agregacion. Los tensioactivos adecuados pueden incluir, por ejemplo, polisorbatos, éte-
res alquilicos de polioxietileno tales como Brij 35®, o poloxamero tal como Tween 20, Tween 80 o Poloxamero 188.
Los detergentes preferidos son poloxameros, por ejemplo, Poloxamero 188, Poloxamero 407; alquil éteres de po-
lioxietileno, por ejemplo, Brij 35®, Cremophor A25, Sympatens ALM/230; y polisorbatos/Tweens, por ejemplo, Poli-
sorbato 20, Polisorbato 80. Se prefieren mas los poloxameros, por ejemplo Poloxamero 188, y Tweens, por ejemplo,
Tween 20 y Tween 80.

La expresién "contenido inicial" se refiere a la cantidad de polipéptidos del Factor VIl afiadida a una composicién en
el momento de la preparacion. La concentracion proporcionada en el presente documento (mg/ml) se refiere a la
concentracion en la solucion del polipéptido del Factor VIl antes de eliminar la humedad (por ejemplo, antes de la
liofilizacién) o en la composicion reconstituida, o se denomina % p/p, que entonces se relaciona con la concentracion
en la composicion sdlida, por ejemplo, la torta liofilizada.

Tal como se usa en el presente documento, las cantidades especificadas se entiende que son + aproximadamente el
10%; por lo tanto aproximadamente 50 mM incluye 50 mM + 5 mM, 4% incluye 4% + 0,4%, etc.

Como se ha indicado anteriormente, los presentes investigadores han contribuido esencialmente a la técnica me-
diante la estabilizacién de polipéptidos del Factor VII, permitiendo de ese modo un almacenamiento a largo plazo sin
causar un aumento del riesgo ni de las molestias para el usuario.

Los presentes investigadores han encontrado que se tiene que ajustar una cantidad de parametros cruciales para la
estabilizacion de polipéptidos del Factor VII. Un parametro importante se refiere, al menos en parte, al contenido en
humedad, por ejemplo, agua. El contenido en humedad debe estar limitado. Como otro parametro esencial, la com-
posicién debe incluir al menos un agente estabilizador. Un agente estabilizador adecuado incluye la combinacion de
al menos dos grupos de excipientes farmacéuticamente aceptables, seleccionados a partir del grupo que consiste en
antioxidantes, sacaridos y polioles. Los sacaridos y los polioles tienen propiedades lioprotectoras y/o crioprotectoras
que pueden ser importantes, al menos en parte, en el caso de liofilizar la composicion. En general, se puede lograr
una mejora de la estabilidad, en parte, mediante la combinacion adecuada de al menos dos de estos grupos de
excipientes. Sin embargo, se encontré6 mas especificamente que cuando dicha combinacion comprende un sacarido
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(sacarosa) o un antioxidante (metionina), el efecto estabilizador puede ser incluso mas significativo. Por otra parte,
también se encontrd sorprendentemente que la metionina evita la degradacion oxidativa de los polipéptidos del Fac-
tor VILI.

Por tanto, en un primer aspecto, la invencién se refiere a una composiciéon que comprende un polipéptido del Factor
VIl y a una combinacién de sacarosa y un poliol seleccionado a partir del grupo que consiste en manitol, sorbitol y
xilitol, en donde dicho poliol esta presente en una relacion en peso en relacion con dicha sacarosa que varia desde
10:1 hasta 1:2; teniendo dicha composicion un contenido en humedad no superior al 3%.

Es decir, que una realizacion comprende una combinacion de un antioxidante y manitol; una segunda realizacion
comprende una combinacion de metionina y un poliol; otra realizacion comprende una combinacién de un sacarido y
manitol; en todavia otra realizacién, la composicion comprende una combinacion de sacarosa y un poliol; y, final-
mente, en otra realizacion adecuada, la composicion comprende metionina.

Como se ha indicado, el agente estabilizador incluye combinar al menos dos grupos de excipientes farmacéutica-
mente aceptables. En realizaciones adecuadas del mismo, el agente estabilizador comprende ademas un tercer
grupo de excipientes. Por lo tanto, en una realizacién, la combinacion de un antioxidante y manitol comprende
ademas un sacarido. En una segunda realizacion de la misma, la combinacién de metionina y un poliol comprende
ademas un sacarido. En realizaciones todavia interesantes, la combinacién de un sacarido y manitol comprende
ademas un antioxidante y la combinacion de sacarosa y un poliol comprende ademas un antioxidante. En una reali-
zacion, la composicion de la invencion comprende manitol y sacarosa; en otra realizacion, la composicion compren-
de manitol, sacarosa y metionina; en otra realizacion, la composicion comprende manitol y trehalosa; en otra realiza-
cion, la composicion comprende manitol, trehalosa y metionina

El polipéptido del Factor VIl se considera que incluye los polipéptidos como se han descrito anteriormente. En reali-
zaciones adecuadas de la invencion, el polipéptido del Factor VII se selecciona a partir del grupo que consiste en
Factor Vlla humano, Factor Vlla humano recombinante y una variante de la secuencia del Factor VII. Preferiblemen-
te, el polipéptido del Factor VIl es Factor VIla humano o Factor Vlla humano recombinante o un polipéptido relacio-
nado con el Factor VII en el que la relacion entre la actividad de dicho polipéptido relacionado con el Factor Vil y el
Factor VII de tipo silvestre es de al menos 1,25, cuando se somete a ensayo en uno o varios de los ensayos "Ensayo
de Protedlisis in vitro" y "Ensayo de Hidrdlisis in vitro", tal y como se describen en la presente memoria descriptiva.

Como se ha indicado, el contenido en humedad debe estar limitado. Para los fines de la presente invencion, los
polipéptidos del Factor VII, cuando se proporcionan en masa, se pueden proporcionar en forma soélida o liquida. Sin
embargo, normalmente los polipéptidos del Factor VII, cuando se proporcionan en masa, estan en forma liquida. Por
lo tanto, un tratamiento adicional de las proteinas en masa para la preparacién de composiciones, requiere las eta-
pas de afiadir excipientes adecuados y eliminar el liquido de la masa, dicha adicién de excipientes se puede llevar a
cabo antes o después de eliminar el liquido. Uno de tales medios para la eliminacién del liquido de una proteina se
refiere a la liofilizacién. Por lo tanto, en una realizacién preferida de la presente invencion, la composicion esta en
forma de torta liofilizada. Sin embargo, la presente invencion no excluye otros procesos que son adecuados para
eliminar el liquido del polipéptido en masa, a fin de lograr una composicién solida con un contenido en humedad que
no sea superior a aproximadamente 3% p/p.

Ademas, segun la invencion, el contenido en humedad es preferiblemente no superior a aproximadamente 2,5% p/p,
preferiblemente no superior a aproximadamente 2% p/p, mas preferiblemente no superior a aproximadamente 1,5%

p/p.

Como se puede entender, la invencion se refiere, en parte, a limitar la degradacion de polipéptidos del Factor VII
durante la preparacion, por ejemplo, durante la mezcla por adicién de excipientes y la eliminacién de liquido, con el
fin de lograr una composicién soélida con un contenido en humedad que sea como maximo del 3% p/p, a limitar dicha
degradacion desde el periodo de preparacion de la composicion solida hasta el momento del uso, por ejemplo, hasta
el momento en el que se va a administrar la composicién a un paciente.

Por lo tanto, como un parametro adicional en la estabilizacién de composiciones que comprenden polipéptidos del
Factor VII, el pH debe mantenerse en el intervalo de pH entre 3 a 9, cuando se disuelven en un disolvente acuoso,
tal como, por ejemplo, agua pura o tampo6n acuoso. Es decir, que el pH en la solucion de polipéptido en el momento
antes de eliminar el contenido en humedad, por ejemplo, antes de la liofilizacién, se debe mantener dentro de un pH
de aproximadamente 3 a aproximadamente 9. De manera ventajosa, este intervalo de pH esta también en el valor
fisiolégico deseado, lo que no provoca ningun dafio al usuario después de administrar la composicién por via paren-
teral. Preferiblemente, el pH de la solucién es desde aproximadamente 4,0 a aproximadamente 9,0, tal como de 4,0
a8,0,de4,0a75,ded4,0a7,0,de4,5a7,0,de4,5a6,8 ded4,5a6,5 deb50a7,0, de50a6,5 deb50ab,0 de
5,5 a 6,5, o de aproximadamente 5,5 a aproximadamente 6,0 tal como aproximadamente 5,5, 5,6, 5,7, 5,8, 5,9 0 6,0.

Por lo tanto, unas realizaciones interesantes de la invencion comprenden ademas un agente adecuado para mante-
ner el pH de dicha composicion en el intervalo de 3 a 9 cuando se disuelve en solucion acuosa (por ejemplo agua).
En consecuencia, en realizaciones adecuadas del mismo, el agente adecuado para mantener el pH en el intervalo
de 3 a 9 se selecciona a partir del grupo que consiste en acido o sales de acido citrico, acido acético, histidina, acido
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malico, acido fosférico, acido tartarico, acido succinico, MES, HEPES, imidazol, TRIS, acido lactico, acido glutarico,
PIPES y glicilglicina.

Ademas, el agente adecuado para mantener el pH en el intervalo de 3 a 9 también puede ser una mezcla de al me-
nos dos de tales agentes mencionados, en donde la mezcla es capaz de proporcionar un valor de pH en el intervalo
especificado. La concentracion de los agentes adecuados esta en el intervalo de aproximadamente 0,1 mM a 100
mM; de aproximadamente 0,2 mM a 50 mM; de aproximadamente 0,5 mM a 25 mM; de aproximadamente 1 mM a
20 mM; o de aproximadamente 1 mM a 10 mM.

Como se puede observar en los Ejemplos 5 y 6, los presentes investigadores han proporcionado composiciones con
bajo contenido en formas oxidadas y agregados al término del proceso de preparacion, es decir, después de termi-
nar el proceso de liofilizacién, mediante la combinacion de cantidades adecuadas de manitol (un poliol), sacarosa
(un sacarido) y un antioxidante (metionina). Por lo tanto, las composiciones segun la invencion se caracterizan por
tener un bajo contenido inicial en formas oxidadas y agregados antes de ser sometidas a almacenamiento.

La degradacion del polipéptido del Factor VII por la via oxidativa, asi como por la via de agregacion son parametros
sensibles de la estabilidad.

Normalmente, las composiciones se estabilizan al término de la liofilizacion, de modo que menos del 5% p/p, tal
como menos de 4, 3 0 2% p/p del contenido inicial en polipéptido del Factor VII, se convierte en sus formas oxida-
das. Siendo el contenido inicial en dicho polipéptido del Factor VI, la cantidad afiadida a la composicién durante la
preparacion de la composicion antes de la etapa de liofilizacion. Ademas, menos del 5% p/p, tal como menos del
4,0%, 3,0%, 2,5%, 2%, 1,5% o menos del 1% p/p del contenido inicial en polipéptido del Factor VII, se recupera
como formas agregadas, tal como se determina por métodos analiticos convencionales (tales como, por ejemplo, los
que se describen en los Ejemplos de la presente solicitud).

Los presentes investigadores han encontrado que una degradacion adicional (es decir, tal como se calcula desde el
momento de la terminacién del proceso de preparacion hasta 8 meses de almacenamiento a 30°C) de un polipéptido
del Factor VIl es minima en el almacenamiento en condiciones ambientales. Como se puede observar en el Ejemplo
5, en el almacenamiento a 30°C durante 8 meses, el aumento es tal que menos del 10% p/p del contenido inicial en
polipéptidos del Factor VII, se recupera como formas oxidadas de polipéptidos del Factor VI, ademas del contenido
en dichas formas oxidadas presentes en el momento de la terminacién de la liofilizacion. Se encontré de gran impor-
tancia que las composiciones que comprenden un antioxidante (metionina) son mas estables frente a la degradacion
oxidativa del polipéptido del Factor VII.

Por lo tanto, de acuerdo con la presente invencion, las composiciones adecuadas tienen un aumento limitado del
contenido en formas oxidadas en el almacenamiento durante al menos 8 meses en condiciones ambientales.

Es decir que en realizaciones alin mas interesantes, la composicion es estable de modo que no mas de aproxima-
damente el 6% p/p del contenido inicial en polipéptido del Factor VII, se degrada adicionalmente en formas oxidadas
en el almacenamiento de la composicién durante 8 meses a 30°C, después de la terminacion del proceso de prepa-
racion, por ejemplo, el proceso de liofilizacion. En realizaciones adicionales adecuadas de la misma, no mas de
aproximadamente el 5, 4, 3, 2 0 1,5% p/p del polipéptido del Factor VII se convierte adicionalmente en formas oxida-
das, segun se calcula desde el momento de la terminacion del proceso de preparacion, hasta 8 meses de almace-
namiento a 30°C. En estas realizaciones de la invencion, las composiciones son estables de tal manera que no mas
de aproximadamente el 5% (4, 3, 2 o 1,5%) p/p del contenido inicial en polipéptido del Factor VII se convierte en
formas oxidadas a lo largo del almacenamiento de dicha composiciéon a 30°C durante 8 meses. Como se ha indicado
anteriormente, el contenido inicial se refiere a la cantidad de polipéptido del Factor VIl afadida a la composicién en
la preparacion de la composicion, antes de la etapa de liofilizacion.

Como se ha indicado, la degradacion de los polipéptidos del Factor VII por la via de agregacion también se puede
considerar como un parametro esencial que indica una estabilidad.

Los presentes investigadores han encontrado que una degradacion adicional (es decir, tal como se calcula desde el
momento de la terminacién del proceso de preparacion hasta 8 meses de almacenamiento a 30°C) de un polipéptido
del Factor VII, es minima en el almacenamiento en condiciones ambientales. Como puede observarse en el Ejemplo
6, no mas de aproximadamente el 5% p/p, como no mas de aproximadamente el 4, 3, 2,5, 2,0, 1,5 0 1,0% p/p del
contenido en un polipéptido del Factor VII, se recupera adicionalmente como agregados en el almacenamiento du-
rante 8 meses a 30°C. También se encontré de gran importancia, que las composiciones que comprenden un saca-
rido (sacarosa) son mas estables frente a la formacion de agregados.

Por lo tanto, realizaciones interesantes de la invencién se refieren a composiciones que son estables de modo que
no mas de aproximadamente el 5% p/p del contenido inicial en polipéptido del Factor VIl se convierte en agregados
en el almacenamiento de dicha composicién a 30°C durante 8 meses. Como se ha indicado anteriormente, el conte-
nido inicial en dicho polipéptido del Factor VIl es la cantidad afadida a la composicién en la preparacion de la com-
posicién antes de la etapa de liofilizacion. Con una optimizaciéon adecuada de por lo menos, en parte, el contenido
en sacaridos, polioles y antioxidantes, la composicion es estable de modo que no mas de aproximadamente el 4,0%,
3,0% p/p, tal como 2,5, 2,0, 1,5 o0 1,0% p/p, del contenido inicial en polipéptido del Factor VII, se convierte en agre-
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gados en el almacenamiento de dicha composicion a 30°C durante 8 meses.

Por lo tanto, ventajosamente, las composiciones de la invencion tienen un contenido bajo en formas oxidadas y
agregados al terminar el proceso de preparacion, es decir, al terminar el proceso de liofilizacion y, por lo tanto, las
composiciones segun la invencion se caracterizan por tener una bajo contenido inicial en formas oxidadas y agrega-
dos antes de ser sometidas a almacenamiento, por ejemplo, no mas de aproximadamente 5% p/p, tal como 4%, 3%
0 2% p/p del contenido inicial en polipéptido del Factor VII, se convierte en una forma oxidada, y menos del 5% p/p,
tal como no mas de aproximadamente el 4,0%, 3,0%, 2,5%, 2%, 1,5%, o no mas de aproximadamente el 1% p/p, se
convierte en una forma dimera o polimera de orden superior al terminar el proceso de preparacion

Por otra parte y de manera ventajosa, las composiciones de la invencién son estables durante el almacenamiento,
por ejemplo, menos del 10% p/p, tal como el 6%, 5%, 4%, 3%, 2% o 1,5% p/p del contenido inicial en polipéptido del
Factor VIl se convierte en una forma oxidada, y menos del 5% p/p, tal como el 4%, 3%, 2,5%, 2%, 1,5% o 1% p/p se
convierte en una forma dimera o polimera de orden superior en el almacenamiento a 30°C durante al menos 8 me-
ses en la oscuridad.

Como se ha mencionado, dicha estabilidad mejorada se refiere a la combinacién apropiada de excipientes particula-
res. Los excipientes se deben seleccionar a partir del grupo de sacaridos, polioles y antioxidantes porque los sacari-
dos y los polioles muestran propiedades lioprotectoras y/o crioprotectoras. Mas especificamente, en realizaciones
adecuadas, los sacaridos de interés son disacaridos y trisacaridos y polisacaridos, de modo que los sacaridos se
pueden seleccionar a partir del grupo que consiste en sacarosa, dextrosa, lactosa, maltosa, trehalosa, ciclodextrinas,
maltodextrinas y dextranos. Ademas, en algunas realizaciones, el poliol se selecciona a partir del grupo que consiste
en manitol, sorbitol y xilitol. En realizaciones todavia interesantes, el antioxidante se selecciona a partir del grupo
que consiste en homocisteina, cisteina, cistationina, metionina, glutation y péptidos que contienen uno cualquiera
entre homocisteina, cisteina, cistationina, metionina y glutation.

Se entiende que los excipientes de sacaridos y polioles, respectivamente, también pueden ser una mezcla de al
menos dos de estos agentes mencionados. En una serie de realizaciones, el excipiente de sacarido utilizado es una
combinacion de al menos dos disacaridos, trisacaridos y/o polisacaridos, tales como, por ejemplo, sacarosa en com-
binacién con ciclodextrina, trehalosa en combinaciéon con ciclodextrina, sacarosa en combinaciéon con dextrano o
sacarosa en combinacion con lactosa. En una serie de realizaciones de la invencidn, el excipiente de poliol usado es
una combinacién de al menos dos polioles, tales como, por ejemplo, manitol en combinacién con sorbitol, manitol en
combinacion con xilitol o sorbitol en combinacion con xilitol. En una serie de realizaciones de la invencion, el exci-
piente de antioxidante utilizado es una combinacién de al menos dos antioxidantes, tales como, por ejemplo, metio-
nina en combinacién con uno o varios entre homocisteina, cisteina, cistationina, glutation, y péptidos que contienen
uno cualquiera entre homocisteina, cisteina, cistationina, metionina y glutation.

Los presentes investigadores han reconocido la combinacion adecuada de los polioles y los sacaridos, asi como su
contenido de modo que, al menos en parte, se logra una estabilidad favorable.

Por lo tanto, en algunas realizaciones mas interesantes de la invencion, los polioles han de estar presentes en una
cantidad que varia desde aproximadamente 5% p/p hasta aproximadamente 90% p/p. Preferiblemente, la cantidad
de poliol ha de estar presente en un intervalo desde aproximadamente 18% p/p hasta aproximadamente 88% p/p, tal
como desde aproximadamente 18% p/p hasta aproximadamente 83% p/p, de 25% a 80 %, de 30% a 65%, de 30% a
80%, de 40% a 80%, de 50% a 80%, de 30% a 75%, de 40% a 75%, de 50% a 75% o desde aproximadamente 50%
a aproximadamente 70% p/p.

El poliol ha de estar presente en una cantidad que varia desde aproximadamente 0,5 a 75 mg/ml, tal como desde
aproximadamente 2 a 60 mg/ml, de 5 mg/ml a 55 mg/ml, de 8 a 45 mg/ml, de 10 a 40 mg/ml, de 10 a 30 mg/ml o
desde aproximadamente 2 a 45 mg/ml, de 5 mg/ml a 45 mg/ml, de 5 a 35 mg/ml, de 5 a 25 mg/ml, de 5 a 20 mg/ml,
de 20 a 40 mg/ml, o tal como desde aproximadamente 20 a 30 mg/ml,

Ademas, en realizaciones interesantes del mismo, asi como en algunas ofras realizaciones interesantes de la inven-
cion, el sacarido ha de estar presente en la composicién en una cantidad que varia desde aproximadamente 0 a
aproximadamente 85% p/p. En otras realizaciones interesantes del mismo, la cantidad varia desde aproximadamen-
te 3% p/p hasta aproximadamente 80% p/p, tal como desde aproximadamente 7% p/p hasta aproximadamente 75%
p/p, de 10% a 70%, de 10% a 50%, de 20% a 50%, de 10% a 40%, o desde aproximadamente 10% p/p hasta
aproximadamente 35% p/p.

El sacarido debe estar en una cantidad que varia desde aproximadamente 0,5 a 75 mg/ml, tal como desde aproxi-
madamente 2 a 60 mg/ml, desde aproximadamente 5 mg/ml a 55 mg/ml, desde aproximadamente 8 a 45 mg/ml,
desde aproximadamente 10 a 40 mg/ml, desde aproximadamente 10 a 30 mg/ml, o desde aproximadamente 2 a 45
mg/ml, desde aproximadamente 5 mg/ml a 45 mg/ml, desde aproximadamente 5 a 35 mg/ml, desde aproximada-
mente 5 a 25 mg/ml, tal como desde aproximadamente 5 a 20 mg/ml.

Por otra parte, los presentes investigadores han reconocido que las cantidades adecuadas de antioxidante deben
oscilar entre aproximadamente 0,05 y 10 mg/ml, tal como desde aproximadamente 0,1 a 5 mg/ml, de 0,1 mg/ml a 2,5
mg/ml, de 0,1 a 2 mg/ml o desde aproximadamente 0,1 a 1 mg/ml.
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Es importante destacar que la relacién entre el poliol y el sacarido se tiene que ajustar adecuadamente. En realiza-
ciones adecuadas, dicho poliol esta en una relacién en peso con respecto a dicho sacarido que varia desde aproxi-
madamente 100:1 a 1:50. En realizaciones incluso mas adecuadas de la misma, dicha relacién en peso es desde
aproximadamente 50:1 a 1:10, mas preferiblemente desde aproximadamente 20:1 a 1:5. En otras realizaciones
adecuadas, la relacion en peso se refiere a intervalos desde aproximadamente 10:1 a 1:2, y desde aproximadamen-
te 6:1 a 1:2. Sin embargo, como observaron los presentes investigadores (véase el Ejemplo 5), la torta liofilizada se
colapso6 al incorporar mayores cantidades de sacaridos. Por ello, realizaciones muy adecuadas se refieren a aque-
llas en las que dicho alcohol de azucar tiene una relacién en peso con respecto a dicho sacarido que oscila desde
aproximadamente 4:1 a 1:1, tal como desde aproximadamente 4:1 a 3:2 o desde aproximadamente 1:1 a 3:2.

En algunas realizaciones de la invencion, el poliol es manitol y en aun otras realizaciones, el sacarido es sacarosa.
Ademas, en otras realizaciones adicionales el antioxidante es metionina.

Las composiciones se pueden formular ademas de forma adecuada mediante la incorporaciéon de otros excipientes
farmacéuticamente aceptables, a fin de obtener composiciones aceptables para la administracién parenteral, en
particular, para la administracion intravenosa. Los métodos reales para preparar composiciones para la administra-
cion parenteral seran conocidos o evidentes para los expertos en la técnica y se describen con mas detalle, por
ejemplo, en Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 19? ed., Mack Publishing Company, Easton, PA
(1995). El término "excipientes" incluye reactivos farmacéuticamente aceptables para proporcionar buenas propieda-
des de torta liofilizada (agentes volumétricos), asi como para proporcionar lioproteccion y crioproteccion de la protei-
na, mantenimiento del pH, mantenimiento de una tonicidad aceptable, asi como una conformacién apropiada de la
proteina durante el almacenamiento, de modo que se conserva una retencion sustancial de la actividad bioldgica y la
estabilidad de la proteina.

Por ello, segun la invencion, las composiciones comprenden ademas un modificador de la tonicidad. El modificador
de la tonicidad se puede seleccionar a partir del grupo que consiste en acetato de sodio, lactato de sodio, cloruro de
sodio, cloruro de potasio y cloruro de calcio. Sin embargo, no se excluyen otros modificadores adecuados de la toni-
cidad. También se observa, que las composiciones pueden comprender concentraciones mucho mas elevadas del
agente modificador de la tonicidad, siempre y cuando la composicion se vuelva isotdnica o casi isotdnica antes del
uso (por ejemplo, ligeramente hipertdnica o hipoténica), por ejemplo, las composiciones en masa no necesitan ser
isotonicas con el valor fisioldgico.

Una estabilizacion adicional de una composicion que comprende un polipéptido del Factor VIl se puede obtener
mediante la adicion de agentes tensioactivos. Por lo tanto, en realizaciones todavia interesantes de la invencion, las
composiciones que comprenden adicionalmente un tensioactivo, en donde el tensioactivo se selecciona a partir del
grupo que consiste en polisorbatos, por ejemplo, Tween®, tal como polisorbato 20 o 80; alquil éteres de polioxietile-
no, por ejemplo, lauril éter de polioxilo 23 (Brij 35®) o poloxameros, tales como poloxamero 188 (por ejemplo, Pluro-
nic®) o poloxamero 407 (por ejemplo, Lutrol®) y otros polimeros en bloque de etileno/polipropileno, polietilenglicoles
(PEG) tales como PEG8000, o normalmente, los tensioactivos se afiaden en una cantidad de 0,005 a 5 mg/ml. Las
cantidades preferidas son de 0,01 a 3 mg/ml, mas preferiblemente de 0,01 a 0,3 mg/ml de Tween 20 y/o Tween 80 y
de 0,05 a 3,0 mg/ml de Poloxamero 188.

En todavia otras realizaciones preferidas de la invencion, la composicion comprende adicionalmente otros excipien-
tes farmacéuticos que actian como un agente volumétrico. Es decir, que en las composiciones se incluyen agentes
volumétricos distintos de manitol. En particular, los agentes volumétricos se incluyen en composiciones preparadas
mediante secado por congelacion.

Un contenido inicial en polipéptido del Factor VIl en la composicion es preferiblemente desde aproximadamente 0,6
mg/ml a aproximadamente 10,0 mg/ml, tal como desde aproximadamente 0,6 mg/ml a aproximadamente 6,0 mg/ml,
desde aproximadamente 0,6 mg/ml a aproximadamente 5 mg/ml o desde aproximadamente 0,6 mg/ml a aproxima-
damente 4 mg/ml.

En una realizacion, la composicion comprende: polipéptido del Factor VII, manitol, sacarosa y Tween 80, tiene un
contenido en humedad no superior a aproximadamente el 3% y tiene un pH en el intervalo de 5,0 a 7,0, cuando la
composicion se disuelve en agua. En una realizacion, la composicion comprende ademas uno o varios componentes
seleccionados a partir de la lista: CaCl,, NaCl y glicilglicina. En una realizacion, el polipéptido del Factor VIl es Factor
Vlla humano.

En una realizacion, la composicién comprende: polipéptido del Factor VII, manitol, sacarosa, metionina y Tween 80,
tiene un contenido en humedad que no es superior a aproximadamente el 3%, y tiene un pH en el intervalo de 5,0 a
7,0, cuando la composicion se disuelve en agua. En una realizacion, la composicion comprende ademas uno o va-
rios componentes seleccionados a partir de la lista: CaCl,, NaCl y glicilglicina. En una realizacion, el polipéptido del
Factor VIl es Factor Vlla humano.

En otra realizacién, la composicion comprende polipéptido del Factor VII, manitol, sacarosa, histidina y Tween 80,
tiene un contenido en humedad que no es superior a aproximadamente el 3% y tiene un pH en el intervalo de 5,0 a
7,0, cuando la composicion se disuelve en agua. En una realizacion, la composicion comprende ademas uno o va-
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rios componentes seleccionados a partir de la lista: CaCl,, NaCl y glicilglicina. En una realizacion, el polipéptido del
Factor VIl es Factor Vlla humano.

En una realizacion, la composicion comprende: polipéptido del Factor VII, manitol, sacarosa, metionina, histidina y
Tween 80, tiene un contenido en humedad que no es superior a aproximadamente el 3% y tiene un pH en el interva-
lo de 5,0 a 7,0, cuando la composicion se disuelve en agua. En una realizacion, la composicion comprende ademas
uno o varios componentes seleccionados a partir de la lista: CaClz, NaCl y glicilglicina. En una realizacion, el polipép-
tido del Factor VIl es Factor Vlla humano.

En otra realizacion, la composicién comprende polipéptido del Factor VII, manitol, sacarosa y Poloxamero 188, tiene
un contenido en humedad que no es superior a aproximadamente el 3%, y tiene un pH en el intervalo de 5,0 a 7,0,
cuando la composicion se disuelve en agua. En una realizacién, la composicion comprende ademas uno o varios
componentes seleccionados a partir de la lista: CaClz, NaCl y glicilglicina. En una realizacion, el polipéptido del Fac-
tor VII es Factor Vlla humano.

En otra realizacion, la composicion comprende polipéptido del Factor VII, manitol, sacarosa, metionina y Poloxamero
188, tiene un contenido en humedad que no es superior a aproximadamente el 3%, y tiene un pH en el intervalo de
5,0 a 7,0, cuando la composicion se disuelve en agua. En una realizacion, la composicion comprende ademas uno o
varios componentes seleccionados a partir de la lista: CaCl,, NaCl y glicilglicina. En una realizacion, el polipéptido
del Factor VIl es Factor Vlla humano.

En oftra realizacion, la composicion comprende polipéptido del Factor VII, manitol, sacarosa, histidina y Poloxamero
188, tiene un contenido en humedad que no es superior a aproximadamente el 3%, y tiene un pH en el intervalo de
5,0 a 7,0, cuando la composicion se disuelve en agua. En una realizacion, la composicion comprende ademas uno o
varios componentes seleccionados a partir de la lista: CaCl,, NaCl y glicilglicina. En una realizacion, el polipéptido
del Factor VIl es Factor Vlla humano.

En otra realizacién, la composicion comprende polipéptido del Factor VI, manitol, sacarosa, histidina, metionina y
Poloxamero 188, tiene un contenido en humedad que no es superior a aproximadamente el 3%, y tiene un pH en el
intervalo de 5,0 a 7,0, cuando la composicién se disuelve en agua. En una realizacién, la composicién comprende
ademas uno o varios componentes seleccionados a partir de la lista: CaCl,, NaCl y glicilglicina. En una realizacion, el
polipéptido del Factor VIl es Factor Vila humano.

En otras realizaciones, la composicién es como se muestra en la Tabla A, a continuacion.

Tabla A
Compuesto Formulacion A Formulacion B | Formulacién C | Formulacion D
Polipéptido FVII | 0,6 a 10 mg/ml 0,6 a10 mg/ml |0,6 a 10 mg/ml|0,6 a 10 mg/ml
CaCl; x 2H0 5a20 mM 5a20 mM 5a20 mM 5a20 mM
NaCl 0-50 mM 0-50 mM 0-50 mM 0-50 mM
Glicilglicina 0-15mM 0-15mM 0-15mM 0-15mM
L-Histidina 0-20mM 0-20mM 0-20mM 0-20mM
Manitol 20 a 40 mg/ml 20 a40 mg/ml |20 a 40 mg/ml | 20 a 40 mg/ml
Sacarosa 5a 20 mg/ml - - 5a 20 mg/ml
Metionina 0-1mg/ml 0-1mg/ml 0-1mg/ml 0-1mg/ml
Tween 80 0,05 a 0,15 mg/ml|0,05 a 0,15 mg/ml
Poloxamero 188 - - 0,5-3 mg/ml | 0,5-3 mg/ml
pH 5,0a7,0 5,0a7,0 5,0a7,0 5,0a7,0

En otras realizaciones, las composiciones son como se muestran en la Tabla B, a continuacion

Tabla B
Compuesto Formulacién E | Formulacién F | Formulacion G | Formulacion H
Polipéptido FVlla 1,0 mg/ml 1,0 mg/ml 1,0 mg/ml 1,0 mg/ml
CaCl; x 2H20 10 mM 10 mM 10 mM 10 mM
NaCl 39 mM 39 mM 39 mM 39 mM
Glicilglicina 10 mM 10 mM 10 mM 10 mM
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Compuesto Formulacién E | Formulacién F | Formulacion G | Formulacion H
Manitol 25 mg/ml 25 mg/ml 25 mg/ml 25 mg/ml
Sacarosa 10 mg/ml 10 mg/ml 10 mg/ml 10 mg/ml
Metionina 0,5 mg/mi 0,5 mg/ml, 0,5 mg/mi 0,5 mg/mi
Tween 80 0,1 mg/mi - 0,1 mg/mi -
Poloxamero 188 - 1,0 mg/ml 1,0 mg/ml
L-Histidina - - 10 mM 10 mM

pH 6,0 6,0 6,0 6,0

Tabla B (continuacion)

Compuesto Formulacion | | Formulacion J | Formulacién K | Formulacion L
Polipéptido FVII 1,0 mg/ml 1,0 mg/ml 1,0 mg/ml 1,0 mg/ml
CaClz x 2H20 10 mM 10 mM 10 mM 10 mM
NaCl 39 mM 39 mM 39 mM 39 mM
Glicilglicina 10 mM 10 mM 10 mM 10 mM
Manitol 25 mg/ml 25 mg/ml 25 mg/ml 25 mg/ml
Sacarosa 10 mg/ml 10 mg/ml 10 mg/ml 10 mg/ml
Metionina - - - -
Tween 80 0,1 mg/mi - 0,1 mg/mi -
Poloxamero 188 - 1,0 mg/ml 1,0 mg/ml
L-Histidina - - 10 mM 10 mM
pH 6,0 6,0 6,0 6,0

En otras realizaciones E1 - L1, las composiciones contienen excipientes y cantidades de los mismos como se indica
en la Tabla B anterior, pero se formulan a pH 5,9.

En otras realizaciones E2 - L2, las composiciones contienen excipientes y cantidades de los mismos como se indica
en la Tabla B anterior, pero se formulan a pH 5,8.

En otras realizaciones E3 - L3, las composiciones contienen excipientes y cantidades de los mismos como se indica
en la Tabla B anterior, pero se formulan a pH 5,7.

En otras realizaciones E4 - L4, las composiciones contienen excipientes y cantidades de los mismos como se indica
en la Tabla B anterior, pero se formulan a pH 5,6.

En otras realizaciones ES - L5, las composiciones contienen excipientes y cantidades de los mismos como se indica
en la Tabla B anterior, pero se formulan a pH 5,5.

Como se ha expuesto anteriormente, los presentes investigadores han proporcionado un método para estabilizar
polipéptidos del Factor VII, proporcionando las proteinas en composiciones sélidas que comprenden excipientes
seleccionados farmacéuticamente aceptables, entre los cuales es importante incluir un agente estabilizador. Segun
la invencion, un agente estabilizador de este tipo se compone de una combinacion de al menos dos grupos de exci-
pientes seleccionados a partir de excipientes que son sacaridos, polioles o antioxidantes. Ademas, los presentes
investigadores han encontrado que los sacaridos (sacarosa) y los antioxidantes (metionina) son esenciales para
mejorar la estabilidad de los polipéptidos del Factor VII.

Por lo tanto, un aspecto adicional de la invencién se refiere a un método para preparar un polipéptido estable del
Factor Vlla. El método comprende las etapas de:

i) proporcionar dicho polipéptido del Factor Vlla en una soluciéon que comprende una combinacion de saca-
rosa y un poliol seleccionado a partir del grupo que consiste en manitol, sorbitol y xilitol, en donde dicho po-
liol esta presente en una relaciéon en peso con relacién a dicha sacarosa que varia de 10:1 a 1:2;

i) liofilizar dicha solucién de modo que se obtiene una composicién sélida con un contenido en humedad no
superior al 3% p/p.
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En realizaciones particularmente interesantes del mismo, el método comprende que dicho antioxidante se selecciona
a partir del grupo que consiste en homocisteina, cisteina, cistationina, metionina, glutation, y péptidos que contienen
uno cualquiera entre homocisteina, cisteina, cistationina, metionina y glutation. En una realizacion preferida, el anti-
oxidante es metionina. En ofras realizaciones todavia interesantes, dicho sacarido se selecciona a partir del grupo
que consiste en sacarosa, dextrosa, lactosa, maltosa, trehalosa, ciclodextrinas, maltodextrinas y dextranos. En reali-
zaciones preferibles, el poliol es manitol y el sacarido es sacarosa. Ademas, en realizaciones aun preferibles del
mismo, el antioxidante es metionina.

Preferiblemente, el contenido en sacarido y opcionalmente el contenido en antioxidante en dicha solucién i) debe
ajustarse de forma que se consigan polipéptidos del Factor VIl mas estabilizados.

Segun la invencion, el sacarido debe estar en una cantidad que varia desde aproximadamente 0,5 a 75 mg/ml, tal
como desde aproximadamente 2 a 60 mg/ml, desde aproximadamente 5 mg/ml a 55 mg/ml, desde aproximadamen-
te 8 a 45 mg/ml, desde aproximadamente 10 a 40 mg/ml, desde aproximadamente 10 a 30 mg/ml o desde aproxi-
madamente 2 a 45 mg/ml, desde aproximadamente 5 mg/ml a 45 mg/ml, desde aproximadamente 5 a 35 mg/ml,
desde aproximadamente 5 a 25 mg/ml, tal como desde aproximadamente 5 a 20 mg/ml.

Segun la invencidn, el poliol debe estar en una cantidad que varia desde aproximadamente 0,5 a 75 mg/ml, tal como
desde aproximadamente 2 a 60 mg/ml, desde aproximadamente 5 mg/ml a 55 mg/ml, desde aproximadamente 8 a
45 mg/ml, desde aproximadamente 10 a 40 mg/ml, desde aproximadamente 10 a 30 mg/ml o desde aproximada-
mente 2 a 45 mg/ml, desde aproximadamente 5 mg/ml a 45 mg/ml, desde aproximadamente 5 a 35 mg/ml, desde
aproximadamente 5 a 25 mg/ml, tal como desde aproximadamente 5 a 20 mg/ml.

El antioxidante debe proporcionarse en una cantidad que varia desde aproximadamente 0,05 a 10 mg/ml, preferi-
blemente desde aproximadamente 0,1 a 5 mg/ml, mas preferiblemente desde aproximadamente 0,1 mg/ml a 2,5
mg/ml, incluso mas preferiblemente desde aproximadamente 0,1 a 2 mg/ml, lo mas preferiblemente desde aproxi-
madamente 0,1 a 1 mg/ml.

En una realizacion preferida, el método para preparar un polipéptido estable del Factor VII comprende la liofilizacion.
La liofilizacion se refiere a un proceso en el que la soluciéon que comprende dicho polipéptido del Factor VII se intro-
duce en viales de liofilizacion o similares. Dicho polipéptido del Factor VIl se puede someter opcionalmente a filtra-
cion estéril antes del inicio de la liofilizacion. La refrigeracion se aplica a los estantes del liofilizador para congelar los
viales y la solucién por debajo de temperaturas criticas del producto. El agua se elimina mediante la introduccion de
vacio y la condensacion de vapor de agua en el condensador de hielo del liofilizador. Cuando el producto esta seco,
por lo general menos del 3% de contenido en humedad residual (por ejemplo, medido por la valoracién culombimé-
trica de Karl Fischer, como se ha descrito anteriormente), los viales se cierran y se taponan. La preparacion finaliza y
la composiciéon se encuentra ahora en forma de torta liofilizada.

Tales composiciones, cuando se administran a un paciente por medios inyectables, se tienen que reconstituir en un
liqguido adecuado antes del uso. También se pueden reconstituir para otros fines, por ejemplo, para una reformula-
cion en otras composiciones farmacéuticas. Sin embargo, la presente invencion no excluye que las composiciones
se puedan administrar a un paciente en su forma soélida.

Las composiciones se reconstituyen usando un diluyente o un vehiculo aceptable, preferiblemente estéril, preferi-
blemente un vehiculo acuoso. Se puede utilizar una variedad de vehiculos acuosos, por ejemplo, agua (por ejemplo,
agua para inyeccion/WFI), agua tamponada, solucion salina (por ejemplo, solucion salina al 0,4%), glicina (por ejem-
plo, glicina al 0,3%), histidina y similares. El diluyente para la reconstitucion también puede contener una o varias
sales, tales como una sal de calcio (por ejemplo, CaCl;) o una combinacién de una sal de sodio y una sal de calcio
(por ejemplo, NaCl y CaCly).

Las composiciones reconstituidas estan destinadas a la administracion parenteral para un tratamiento profilactico y/o
terapéutico. Preferiblemente, las composiciones farmacéuticas se administran parenteralmente, es decir, por via
intravenosa, subcutanea o intramuscular, o se administran por medio de infusién continua o intermitente.

Por lo tanto, otro aspecto adicional de la invencién se refiere al uso de la composicion sélida estabilizada para la
preparacion de un medicamento para tratar un sindrome sensible al Factor VII.

Es decir que un aspecto de la invencion se refiere al uso de un polipéptido del Factor Vlla para la preparacién de un
medicamento para el tratamiento de un sindrome sensible al Factor VII, en donde dicho sindrome se selecciona a
partir del grupo que consiste en hemofilia A, hemofilia B, carencia de Factor Xl, carencia de Factor VII, trombocito-
penia, enfermedad de von Willebrand, presencia de un inhibidor del factor de coagulacion, cirugia, traumatismo y
terapia anticoagulante, dicho medicamento comprende una composicién que comprende:

un polipéptido del Factor Vlla y una combinacion de sacarosa y un poliol seleccionado a partir del grupo que consis-
te en manitol, sorbitol y xilitol, en donde dicho poliol esta presente en una relacion en peso con respecto a dicha
sacarosa que varia de 10:1 a 1:2; teniendo dicha composicién un contenido en humedad que no es superior al 3%.

En diferentes realizaciones, dicho sindrome sensible al Factor VII es hemofilia A, hemofilia B, carencia de Factor XI,

16



10

15

20

25

ES 2 523 655 T3

carencia de Factor VII, trombocitopenia, enfermedad de von Willebrand, presencia de un inhibidor del Factor de
coagulacion, cirugia o traumatismo. Ademas, el sindrome sensible al Factor VIl puede estar asociado con una tera-
pia anticoagulante.

Como se ha indicado, la composicion esta en forma sélida. Por consiguiente, en una realizacion adecuada, el medi-
camento debe ser adecuado para estar disuelto, lo que permite una administraciéon parenteral del medicamento. De
este modo, cuando se administran las composiciones a un paciente, se incluye la etapa de disolver la composicion
en un liquido adecuado antes de la etapa de administracion.

Abreviaturas utilizadas en este documento:

FVII Factor VII de coagulacion en su forma de cadena sencilla
FVlla Factor VII de coagulacion en su forma escindida, activa, de dos cadenas
rFVII (rFVIla) Factor VII recombinante (Factor Vlla recombinante)

Los siguientes ejemplos se ofrecen a modo de ilustracion, no a modo de limitacion:
Ejemplos
Ejemplo 1

Se muestran composiciones que comprenden polipéptidos del Factor VIl y que se preparan de acuerdo con el Ejem-
plo 2. Se muestran excipientes tipicos y sus cantidades tipicas.

La Tabla 1 muestra la concentracion de ingrediente activo y de excipientes en el caso en el que la composi-
cion esté en forma liquida, es decir, en la composicion antes de finalizar la preparacion (por ejemplo, al fina-
lizar la liofilizacién), o en la solucion reconstituida.

La Tabla 2 muestra la concentracion de ingrediente activo y de excipientes en el caso en el que la composi-

cion esté en forma sélida, es decir, en forma liofilizada.

Tabla 1. Composiciones, contenido en excipientes en solucion.

Funcién principal: Excipientes: Contenido (mg/ml) en la composicion liquida
Ingrediente Activo rFVlla 0,6-5
Modificador de la tonicidad Cloruro de Sodio 0-4
Modificador/estabilizador de la tonicidad Cloruro de Calcio, 2H,O 1-7
Agente tamponador Glicilglicina 1,32(0-1,5)
Agente tensioactivo Polisorbato 80 0,056-2
Agente volumétrico/Crioprotector/lioprotector Manitol 10-40
Agente volumétrico/Crioprotector/lioprotector Sacarosa 10-40
Antioxidante Metionina 0-1,0
pH 5-6

Tabla 2. Composiciones, contenido de excipientes en forma liofilizada.

Funcion principal: Excipientes: Contenido (% p/p) en la composicion solida
Ingrediente Activo rFVlla 0,6-19
Modificador de la tonicidad Cloruro de Sodio 0-15
Modificador/estabilizador de la tonicidad Cloruro de Calcio, 2H,0O 1,0-24,0
Agente tampon Glicilglicina 0-6,0
Agente tensioactivo Polisorbato 80 0,05-8,0
Agente volumétrico /Crioprotector/lioprotector Manitol 13-76
Agente volumétrico/Crioprotector/lioprotector Sacarosa 13-76
Antioxidante Metionina 0-4,2
pH 5-6
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Ejemplo 2
Preparacién de las composiciones

En general, las composiciones se prepararon a partir de una solucion en masa purificada. Se afadieron los excipien-
tes y la solucion se diluyd hasta la concentracion deseada de rFVlla. La solucién resultante se esterilizé por filtracion
usando un filtro de membrana esterilizado (tamafio de poro de 0,2 micras o equivalente) y se introdujo en viales de
vidrio estériles. Los viales se liofilizaron, se taparon y se sellaron con tapas de aluminio de tipo flip-off.

Ejemplo 3

Las composiciones 1-19 que comprenden diversas cantidades de cloruro de sodio, manitol, sacarosa y metionina y
tienen diversos valores de pH, se prepararon de acuerdo con el procedimiento descrito en el Ejemplo 2. Las compo-
siciones comprendian concentraciones fijas de Factor VII (1,0 mg/ml), cloruro de calcio, 2H>0 (1,47 mg/ml), glicilgli-
cina (1,32 mg/ml) y Polisorbato 80 (1,0 mg/ml).

Tabla 3. Composiciones 1-19.

Composicién 1-19.
Contenido en excipientes mg/ml

N° de Composicion | NaCl | Manitol | Sacarosa | Metionina | pH

1 0 10 10 0 6,0
2 3,5 10 10 0 5,0
3 0 40 10 0 5,0
4 3,5 40 10 0 6,0
5 0 10 40 0 5,0
6 3,5 10 40 0 6,0
7 0 40 40 0 6,0
8 3,5 40 40 0 5,0
9 0 10 10 0,5 5,0
10 3,5 10 10 0,5 6,0
11 0 40 10 0,5 6,0
12 3,5 40 10 0,5 5,0
13 0 10 40 0,5 6,0
14 3,5 10 40 0,5 5,0
15 0 40 40 0,5 5,0
16 3,5 40 40 0,5 6,0
17 1,75 25 25 0,25 55
18 1,75 25 25 0,25 55
19 1,75 25 25 0,25 55

Ejemplo 4
Métodos analiticos utilizados para determinar los parametros que indican estabilidad:
A. Determinacion de formas oxidadas mediante HPLC de fase inversa (RP-HPLC):

Columna de HPLC: columna de 4,5x250 mm rellena con silice unido a butilo con un tamafio de particula de 5 uym 'y
tamafio de poro 300 A. Temperatura de la columna: 70°C. Eluyente A: agua 99,9% v/v y &cido trifluoroacético 0,1%
v/v. Eluyente B: acetonitrilo 80% v/v, acido trifluoroacético 0,09% v/v y agua 19,91% v/v. La columna se eluyé con un
gradiente lineal desde X% de B a (X + 13)% de B en 30 minutos. Caudal: 1,0 ml/min. Deteccién: 214 nm.

Las formas oxidadas son sulféxidos de metionina de polipéptidos del Factor VII. Por ejemplo, los dos derivados prin-
cipales de FVII son Met(0)298 FVII y Met(O)306 FVII.

El contenido en formas oxidadas se expresa como el porcentaje de la cantidad inicial de Factor VIl en la composi-
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cion en la preparacion, que se recupera como formas oxidadas del Factor VIL.

B. Determinacion de agregados de polipéptidos del Factor VIl mediante cromatografia de permeacion en gel de alto

rendimiento (GP-HPLC).

La GP-HPLC se llevé a cabo en una columna Waters Protein Pak 300 SW de 7,5x300 mm, usando sulfato de amo-
nio 0,2 M pH 7,0 que contenia 5% de isopropanol como fase mévil. Caudal: 0,5 ml/min y deteccién: 215 nm.

El contenido en agregados se expresa como el porcentaje de la cantidad inicial de Factor VIl en la composicion en la

preparacion, que se recupera como formas dimeras, oligémeras y polimeras del Factor VII.

Ejemplo 5

El contenido en formas oxidadas del Factor Vlla después de la terminacién del proceso de liofilizacion y en el alma-

cenamiento:

Las composiciones 1-19 del Ejemplo 3 se analizaron por el método A (Ejemplo 4) para estudiar el contenido en for-

mas oxidadas al terminar la liofilizacion y en los 2 y 8 meses de almacenamiento a 30°C.

Tabla 4. Contenido en formas oxidadas y su incremento en el almacenamiento durante 8 meses.

% del contenido inicial en Factor Vlla recuperado como formas oxidadas

N° de la Composicion
1

O NO o W|N

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19

n.a. no analizada

Un analisis estadistico muestra que las composiciones que comprenden metionina son mas estables frente a la

degradacion oxidativa.

Ejemplo 6

El contenido en agregados del Factor Vlla después de la terminacion del proceso de liofilizacion y en el almacena-

miento:

Las composiciones 1-19 del Ejemplo 3 se analizaron por el método B (Ejemplo 4) para estudiar el contenido en

0
2,5
2,7
2,3
2,7
2,6
2,7

3
2,3
1,6
1,7
1,7
1,6
1,7
1,6
1,6
1,7
1,7
1,7
1,7

2
3,5
3
3.7
55
3,6
3.3
3,5
2,9
1,5
1,7
1,8
1,6
1,6
1,5
1,5
1,6
1,6
1,6
1,6

8
4,8
6,1

7
12
5,3
5,8
5,2
3.4
1,7
2,1
2,5
1,9
1,7
1,6
1,8
1,8

n.a.

1,9
1,8

incremento de 0-8 meses
2,3
3,4
47
9,3
2,7
3,1
2,2
1,1
0,1
0,4
0,8
0,3
0
0
0,2
0,1
n.a.
0,2
0,1

agregados al finalizar la liofilizacion y en los 2 y 8 meses de almacenamiento a 30°C.

Tabla 5. Contenido en agregados y su aumento en el almacenamiento durante 8 meses.
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% del contenido inicial en Factor Vlla recuperado como agregados
N° de la Composicion 0 2 8 incremento de 0-8 meses

1 0,7 0,8 0,9 0,2
2 1 2 2,9 1,9
3 1,5 25 3,5 2

4 1,1 2,1 3,1 2

5 0,8 1 1,1 0,3
6 0,8 1,2 1,1 0,3
7 0,9 1 0,9 0

8 0,9 1 1,2 0,3
9 0,9 1 1,1 0,2
10 0,8 1,7 25 1,7
11 1 1,2 1,5 0,5
12 1,3 2 2,8 1,5
13 0,7 0,8 0,9 0,2
14 1 1,7 1,4 0,4
15 1,1 1,4 1,5 0,4
16 0,8 0,9 1 0,2
17 0,9 1,1 n.a. n.a.
18 0,8 1 1,5 0,7
19 1 1 1,1 0,1

n.a. no analizada

Un analisis estadistico muestra que la presencia de sacarosa en las composiciones es importante para disminuir la
formacion de agregados.

Ejemplo 7
Contenido en formas dimeras y oligdmeras del Factor Vlla después de la terminacion del proceso de liofilizacion:

La composicion A que comprende poliol y sacarido tal y como se indica en la tabla siguiente, se prepar6 de
acuerdo con el procedimiento descrito en el Ejemplo 2. La composicion comprendia ademas Factor Vlla
(1,0 mg/ml), cloruro de calcio 2 H,O (1,47 mg/ml), glicilglicina (1,32 mg/ml) y polisorbato 80 (0,7 mg/ml). El
pH era 5,0.

La composicion A se analizé mediante el método B (Ejemplo 4) para estudiar el contenido en agregados al finalizar
la liofilizaciéon y en los 1 y 2 meses de almacenamiento a 30°C. La tabla muestra el % del contenido inicial en Factor
Vlla recuperado como agregados:

Tabla 6

% del contenido inicial en Factor Vlla recuperado en forma de agregados

Composicién Aditivos Meses
0 1 2
A Manitol 25 mg/ml 1,11 20 | 1,7
Trehalosa 15 mg/ml

Ejemplo 8

Se muestra la estabilidad estructural de la torta liofilizada para diversas composiciones, 1-19, véase el Ejemplo 3. La
relacion de manitol a sacarosa se indica para cada composicion.
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Tabla 7. Estabilidad de la torta liofilizada de acuerdo con la relacion entre manitol y sacarosa

Composiciones
5,6,13,1411,2,7,8,9,10,15,16(17,18y 19] 3,4, 11,12
Relacién en peso man:sac 1:4 1:1 1:1 4:1

Torta liofilizada C OK OK OK

C: torta colapsada, man: manitol, sac: sacarosa, OK: ligeramente colapsada o no colapsada

Ejemplo 9

Se prepararon las siguientes formulaciones tal como se ha descrito en el ejemplo 2, usando volumenes de llenado
5 de1y5ml:

Formulacion A B C
rFVila (mg/ml) 0,6 1,0 1,0
CaClz (mM) 10 10 10
Glicilglicina 10 10 10
L-Histidina (mM) - 10 10
NaCl (mM) 50 39 39
Tween 80 (mg/ml)| 0,038 | 0,07 0,07
Metionina (mg/ml) - 0,5 2,0
Manitol (mg/ml) 30 25 25
Sacarosa (mg/ml) - 10 10
pH 5,5 5,5 5,5

La estabilidad de las formulaciones se analizé a 25°C, 30°C y 40°C y se obtuvieron los siguientes resultados. Los
viales se reconstituyeron en agua antes del analisis.

Formas dimeras y oligémeras

10 El contenido en formas dimeras y oligdmeras se midié6 mediante GP-HPLC como se ha descrito en el ejemplo 4.
Todos los resultados se expresan en %.

5 ml de volumen de llenado:

Formulaciéon 0 meses |'2mes |1 mes 3 meses 6 meses
40°C | 40°C | 40°C | 30°C | 25°C 25°C
A 3,3 55 6,4 8,0 6,0 6,3 6,3
B 2,3 2,7 2,8 3,0 2,7 3,2 3,0
C 4,0 4,2 4,6 4,7 4,3 4.4 4.4

1 ml de volumen de llenado:

Formulaciéon |0 meses 3 meses

40°C | 30°C 25°C
2,7 11,0 7,0 6,5

2,2 7.4 3,4 29

C 3,3 6,9 3,8 3,7

[o9)

15

Ademas, el contenido en formas agregadas para la formulacion A (= Ref) y la formulacién B (= Nuevo), volumen de
llenado 5 ml, se puede ver en la Figura 2a.
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Formas oxidadas

El contenido en formas oxidadas se midié6 mediante RP-HPLC tal y como se ha descrito en el ejemplo 4.

5 ml de volumen de llenado:

Formulacién | 0 meses | “2mes | 1 mes 3 meses 6 meses
40°C 40°C | 40°C | 30°C | 25°C 25°C
A 2,1 2,8 3,4 4,0 3,4 3,1 3,5
B 1,3 1,3 1,6 1,3 1,6 1,6 1,4
C 1,2 1,4 1,6 1,8 1,6 1,6 1,3

1 ml de volumen de llenado:

Formulaciéon | 0 meses 3 meses
40°C | 30°C 25°C
2,5 4,6 4,0 5,3
B 1,3 2,0 1,1 1,8
C 1,3 1,8 1,7 1,5

Ademas, el contenido en formas oxidadas para la formulaciéon A (= Ref) y la formulacion B (= Nuevo), volumen de
llenado 5 ml, se puede ver en la Figura 2b.

Actividad

La actividad se midi6 mediante el ensayo de coagulacion en una etapa como se describe en el ejemplo 12, para
formulaciones que se habian almacenado a 30°C durante 3 meses. La actividad especifica se calculé basandose en
el contenido en rFVlla en las formulaciones y se obtuvieron los siguientes resultados:

Formulacién|Actividad especifica (Ul/mg)
A 50523
B 58373
C 60318

Interpretacién de los resultados:

Los resultados muestran que las formulaciones B y C, que contienen manitol, sacarosa y metionina son mas esta-
bles - es decir, muestran un aumento mas lento del contenido en formas dimeras y oligdmeras y formas oxidadas.
Por lo tanto, las actividades de estas formulaciones son mas elevadas, tal y como se midié después de un periodo
de almacenamiento de 3 meses a 30°C.

Ejemplo 10

Se prepararon las siguientes formulaciones tal como se ha descrito en el ejemplo 2, usando un volumen de llenado
de 5 ml.

Formulaciéon A B (o D E

rFVila (mg/ml) 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
CaCl; (mM) 10 10 10 10 10
Glicilglicina (mM) 10 10 10 10 10
L-Histidina (mM) 10 10 10 10 10
NaCl (mM) 39 39 39 39 39
Metionina (mg/ml) 0,5 0,5 0,5 0,51 05
Tween 20 (mg/ml) 0,1
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Formulacion A B C D E
Tween 80 (mg/ml) 0,1

Poloxamero 188 (mg/ml) 1,0

Brij 35 (mg/ml) 0,1
Manitol (mg/ml) 25 25 25 25 25
Sacarosa (mg/ml) 10 10 10 10 10
pH 55155 ]| 55| 55|55

Los viales se reconstituyeron en agua y se sometieron a agitacion durante 19 horas con el fin de someter a ensayo
la estabilidad fisica de las formulaciones. El efecto de la agitacion se analiz6 mediante inspeccion visual y medicion
de la absorbancia UV a 400 nm (= Abs en la tabla a continuacién). Los siguientes resultados muestran claramente el
aumento de la estabilidad fisica obtenida por adicion de un detergente.

Antes de agitar Después de agitar
Formulaciéon Apariencia visual Abs Apariencia visual Abs
A Liquido transparente 0,01 Liquido transparente con pocas particulas 0,01
B Liquido transparente 0,00 Ligeramente turbio 0,36
C Liquido transparente 0,00 Liquido transparente con pocas particulas 0,00
D Liquido transparente 0,00 Liquido transparente con pocas particulas 0,00
E Liquido transparente 0,01 Turbio 2,18
Ejemplo 11

Se prepararon seis formulaciones tal y como se ha descrito en el ejemplo 2. La composicion de las formulaciones
era:

rFVlla 1,0 mg/ml
CaCl, 10 mM
Glicilglicina 10 mM
L-histidina 10 mM
NaCl 39 mM
Tween 80 0,07 mg/ml
Manitol 25 mg/ml
Sacarosa 10 mg/ml

Cada una de las seis formulaciones se ajusté a un pH diferente:
Formulacién A: pH 5,0
Formulacion B: pH 5,5
Formulacion C: pH 6,0
Formulacion D: pH 6,5
Formulacion E: pH 7,0
Formulacion F: pH 7,5

La estabilidad de las seis formulaciones se investigd en viales almacenados a 25°C y 40°C. Se obtuvieron los resul-
tados mostrados en las Tablas a continuacion (y en la Figura 1a 'y 1b).
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Formulacion Formas dimeras y oligémeras (agregados)
(%)
0 MESES 40°C / 3 MESES 25°C /3 MESES
A 2,2 3,8 2,5
B 1,7 3,2 1,9
C 1,5 2,7 1,7
D 1,1 1,9 1,3
E 0,8 1,6 1,0
F 0,8 1,6 1,0
Formulacion Formas oxidadas
(%)
0 MESES 40°C / 3 MESES 25°C /3 MESES
A 2,7 3,3 3,4
B N/A 4,0 3,6
C 2,6 5,0 3,7
D 2,5 4,9 3,6
E 2,6 10,0 4,6
F 2,6 8,7 47

El contenido en formas dimeras y oligédmeras y formas oxidadas se determiné tal y como se ha descrito en el ejem-
plo 4.

Ejemplo 12
Ensayos para someter a ensayo la actividad bioldgica de los polipéptidos del Factor VII:

Prueba de la actividad del Factor Vlla:

Un ensayo adecuado para someter a ensayo la actividad del Factor Vlla y de este modo seleccionar variantes del
Factor Vlla, se puede realizar como un ensayo preliminar sencillo in vitro: (el “Ensayo de Hidrdlisis in vitro”).

Ensayo de Hidrdlisis in vitro

Factor Vlla natural (de tipo silvestre) y una variante del Factor Vlla (ambos denominados en lo sucesivo "Factor
VIla") se pueden someter a ensayo para estudiar actividades especificas. También se pueden someter a ensayo en
paralelo para comparar directamente sus actividades especificas. El ensayo se lleva a cabo en una placa de microti-
tulaciéon (MaxiSorp, Nunc, Dinamarca). El sustrato cromogénico D-lle-Pro-Arg-p-nitroanilida (S-2288, Chromogenix,
Suecia), concentracion final 1 mM, se afiade al Factor Vlla (concentracion final 100 nM) en Hepes 50 mM, pH 7,4,
que contiene NaCl 0,1 M, CaCl, 5 mM y 1 mg/ml de albumina de suero bovino. La absorbancia a 405 nm se mide
continuamente en un lector de placas SpectraMax® 340 (Molecular Devices, EE.UU.). La absorbancia desarrollada
durante un periodo de incubacién de 20 minutos, después de la sustraccion de la absorbancia en un pocillo de blan-
€O que no contenia enzima, se utiliza para calcular la relacion entre las actividades de la variante de Factor VIl y el
Factor VII de tipo silvestre:

Relacion = (Asos nm de la variante del Factor Vlla)/(Asos nm del Factor Vlla de tipo silvestre)

Basandose en ello, se pueden identificar variantes del Factor Vlla con una actividad comparable o superior a la del
Factor Vlla natural, como por ejemplo, variantes en las que la relacién entre la actividad de la variante y la actividad
del Factor VII natural (FVII de tipo silvestre) es aproximadamente 1,0 o superior.

La actividad de las variantes del Factor Vlla o del Factor Vlla también se puede medir usando un sustrato fisiolégico
tal como el Factor X, de forma adecuada a una concentracion de 100-1000 nM, en donde el Factor Xa generado se
mide después de la adicion de un sustrato cromogénico adecuado (p. ej. S-2765) ("el Ensayo de Protedlisis in vitro").
Ademas, el ensayo de la actividad se puede ejecutar a temperatura fisiologica.

Ensayo de Protedlisis in vitro

Factor Vlla natural (de tipo silvestre) y variante del Factor Vlla (ambos denominados en lo sucesivo "Factor Vlla") se
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sometieron a ensayo en paralelo para comparar directamente sus actividades especificas. El ensayo se lleva a cabo
en una placa de microtitulacién (MaxiSorp, Nunc, Dinamarca). Factor Vlla (10 nM) y Factor X (0,8 microM) en 100
microL de Hepes 50 mM, pH 7,4, que contiene NaCl 0,1 M, CaCl, 5 mM y 1 mg/ml de albumina de suero bovino, se
incuban durante 15 min. La escisién del Factor X se detiene a continuacién mediante la adicién de 50 microlitros de
Hepes 50 mM, pH 7,4, que contiene NaCl 0,1 M, EDTA 20 mM y 1 mg/ml de albumina de suero bovino. La cantidad
de Factor Xa generada se mide mediante la adicién del sustrato cromogénico Z-D-Arg-Gly-Arg-p-nitroanilida (S-
2765, Chromogenix, Suecia), concentracion final 0,5 mM. La absorbancia a 405 nm se mide continuamente en un
lector de placas SpectraMax® 340 (Molecular Devices, EE.UU.). La absorbancia desarrollada durante 10 minutos,
después de la sustraccion de la absorbancia en un pocillo de blanco que no contiene FVlla, se utiliza para calcular la
relacion entre las actividades proteoliticas de la variante y del Factor Vlla de tipo silvestre:

Relacion = (A4gs nm de la variante del Factor Vlla)/(Asos nm del Factor Vlla de tipo silvestre)

Basandose en ello, se pueden identificar variantes del Factor Vlla con una actividad comparable o superior a la del
Factor Vlla natural, como por ejemplo, variantes en las que la relacion entre la actividad de la variante y la actividad
del Factor VII natural (FVII de tipo silvestre) es aproximadamente 1,0 o superior.

Ensayo de generacién de trombina:

La capacidad del Factor VIl o de polipéptidos relacionados con el Factor VIl o del Factor VIII o polipéptidos relacio-
nados con el Factor VIII (por ejemplo, variantes) para generar trombina, se puede medir en un ensayo que compren-
de todos los Factores de coagulacion pertinentes e inhibidores, a concentraciones fisioldgicas y plaquetas activadas
(tal y como se describe en la pag. 543 en Monroe et al. (1997) Brit. J. Haematol. 99, 542-547 que se incorpora en
esta memoria como referencia).

Ensayo de coagulacion:

La actividad de los polipéptidos del Factor VIl también se puede medir usando un ensayo de coagulacién de una
etapa (ensayo 4), esencialmente como se describe en el documento WO 92/15686 o en US 5.997.864. Brevemente,
la muestra que se va a someter a ensayo se diluye en Tris 50 mM (pH 7,5), 0,1% de BSA y 100 pl se incuban con
100 pl de plasma que carece de Factor VIl y 200 pl de tromboplastina C que contiene Ca* 10 mM. Los tiempos de
coagulacion se miden y se comparan con una curva estandar, usando un patrén de referencia o una agrupacion de
plasma humano normal citratado en dilucién en serie.
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién que comprende un polipéptido del Factor Vlla, y una combinacién de sacarosa y un poliol
seleccionado a partir del grupo que consiste en manitol, sorbitol y xilitol,

en donde dicho poliol esta presente en una relacién en peso con relacion a dicha sacarosa que varia de 10:1 a 1:2;
teniendo dicha composicion un contenido en humedad no superior al 3% p/p.

2. La composicidon segun la reivindicacion 1, en la que la combinacién de sacarosa y un poliol comprende
ademas un antioxidante seleccionado a partir del grupo que consiste en homocisteina, cisteina, cistationina, metio-
nina, glutation, y péptidos que contienen uno cualquiera entre homocisteina, cisteina, cistationina, metionina y gluta-
tion.

3. La composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que dicho poliol esta en
una cantidad que varia de 0,5 a 75 mg/ml, tal como de 2 a 60 mg/ml, de 5 mg/ml a 55 mg/ml, de 8 a 45 mg/ml, de 10
a 40 mg/ml, de 10 a 30 mg/ml o de 2 a 45 mg/ml, de 5 mg/ml a 45 mg/ml, de 5 a 35 mg/ml, de 5 a 25 mg/ml, de 5 a
20 mg/ml, de 20 a 40 mg/ml, o tal como de 20 a 30 mg/ml.

4. La composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que dicha sacarosa esta
presente en una cantidad que varia de 0,5 a 75 mg/ml, tal como de 2 a 60 mg/ml, de 5 mg/ml a 55 mg/ml, de 8 a 45
mg/ml, de 10 a 40 mg/ml, de 10 a 30 mg/ml o de 2 a 45 mg/ml, de 5 mg/ml a 45 mg/ml, de 5 a 35 mg/ml, de 5 a 25
mg/ml, tal como de 5 a 20 mg/ml.

5. La composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que dicho poliol esta en
una relacién en peso con respecto a dicha sacarosa que varia desde 6:1 hasta 1:2; de 4:1a 1:1; o de 4:1 a 3:2.

6. La composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende ademas un
agente adecuado para mantener el pH de dicha composicion en el intervalo de 3 a 9 cuando se disuelve en un disol-
vente acuoso, preferiblemente el pH esta en el intervalo de 4 a 7, mas preferido en el intervalo de 4,5 a 6,5, aln mas
preferido en el intervalo de 5 a 6, en donde dicho agente se selecciona a partir del grupo que consiste en citrato,
acetato, histidina, malato, fosfato, acido tartarico, acido succinico, MES, HEPES, PIPES, imidazol, TRIS, lactato,
glutamato y glicilglicina.

7. La composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende ademas un
modificador de la tonicidad seleccionado a partir del grupo que consiste en acetato de sodio, lactato de sodio, cloruro
de sodio, cloruro de potasio y cloruro de calcio.

8. La composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, que comprende ademas un
tensioactivo seleccionado a partir del grupo que consiste en polisorbatos, éteres alquilicos de polioxietileno o po-
loxameros, y otros polimeros en bloque de etileno/polipropileno o polietilenglicol (PEG).

9. La composicion segun Ia reivindicacion 8, en la que el tensioactivo se selecciona a partir del grupo de: poli-
sorbato 20, polisorbato 80, Brij 35°, Poloxamero 188 o Poloxamero 407 y PEG8000.

10. La composiciéon segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que el poliol es manitol.

11. La composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde el polipéptido del
Factor Vlla se selecciona a partir del grupo que consiste en Factor Vlla humano, Factor Vlla humano recombinante y
una variante de la secuencia del Factor VII.

12. La composicion segun la reivindicacion 11, en la que el polipéptido del Factor Vlla es Factor Vlla humano o
Factor Vlla humano recombinante.

13. La composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones 11-12, en la que el polipéptido del Factor Vlla
esta presente en una concentracion de 0,6 mg/ml a 10,0 mg/ml, tal como de 0,6 mg/ml a 6 mg/ml, de 0,6 mg/ml a 5
mg/ml o de 0,6 mg/ml a 4 mg/ml.

14. La composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en la que dicho contenido en
humedad no es superior al 2,5% p/p, no es superior al 2% p/p o no es superior al 1,5% p/p

15. La composicion segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la composicién es una
torta liofilizada.

16. La composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la composicion com-
prende: polipéptido del Factor VIIa manitol, sacarosa y un tensioactivo seleccionado a partir de un polisorbato o un
poloxamero, tal como Tween 80 o Poloxamero 188°.

17. La composicion segun la reivindicacion 16, que contiene adicionalmente metionina.
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varios componentes seleccionados a partir de la lista: CaCl,, NaCl y glicilglicina.

20. La composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones precedentes, en donde la composicion se

selecciona a partir de las formulaciones Ay D:

21.

Compuesto Formulacién A Formulaciéon D
Polipéptido FVlla 0,6 a 10 mg/ml 0,6 a 10 mg/ml
CaCl;z x 2H20 5a20 mM 5a20 mM
NaCl 0-50mM 0-50mM
Glicilglicina 0-15mM 0-15mM
L-Histidina 0-20mM 0-20mM
Manitol 20 a 40 mg/ml 20 a 40 mg/ml
Sacarosa 5a 20 mg/ml 5a 20 mg/ml
Metionina 0-1mg/ml 0-1mg/ml
Tween 80 0,05 a 0,15 mg/ml

Poloxamero 188 - 0,5 - 3 mg/ml
pH 50a7,0 50a7,0

La composicién segun una cualquiera de las reivindicacio

selecciona a partir de la lista de formulaciones Ex a Lx:

La composicién segun una cualquiera de las reivindicaciones 16-17, que contiene adicionalmente L-

La composicidon segun una cualquiera de las reivindicaciones 16-18, que contiene adicionalmente uno o

nes precedentes, en donde la composiciéon se

Compuesto Formulacién Ex Formulacién Fx Formulaciéon Gx Formulacién Hx
Polipéptido FVlla 1,0 mg/ml 1,0 mg/ml 1,0 mg/ml 1,0 mg/ml
CaCl; x 2H0 10 mM 10 mM 10 mM 10 mM
NaCl 39 mM 39 mM 39 mM 39 mM
Glicilglicina 10 mM 10 mM 10 mM 10 mM
Manitol 25 mg/ml 25 mg/ml 25 mg/ml 25 mg/ml
Sacarosa 10 mg/ml 10 mg/ml 10 mg/ml 10 mg/ml
Metionina 0,5 mg/mi 0,5 mg/mi 0,5 mg/mi 0,5 mg/mi
Tween 80 0,1 mg/mi - 0,1 mg/mi -
Poloxamero 188 - 1,0 mg/ml 1,0 mg/ml
L-Histidina - - 10 mM 10 mM
pH 5,5a6,0 5,5a6,0 5,5a6,0 5,5a6,0
Compuesto Formulacion Ix Formulacién Jx Formulaciéon Kx Formulacién Lx
Polipéptido FVlla 1,0 mg/ml 1,0 mg/ml 1,0 mg/ml 1,0 mg/ml
CaCl; x 2H0 10 mM 10 mM 10 mM 10 mM
NaCl 39 mM 39 mM 39 mM 39 mM
Glicilglicina 10 mM 10 mM 10 mM 10 mM
Manitol 25 mg/ml 25 mg/ml 25 mg/ml 25 mg/ml
Sacarosa 10 mg/ml 10 mg/ml 10 mg/ml 10 mg/ml
Metionina - - - -
Tween 80 0,1 mg/mi - 0,1 mg/mi -
Poloxamero 188 - 1,0 mg/ml 1,0 mg/ml
L-Histidina - - 10 mM 10 mM
pH 5,5a6,0 5,5a6,0 5,5a6,0 5,5a6,0
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22. Las composiciones segun una cualquiera de las reivindicaciones 16-21, en las que el polipéptido del Factor
Vlla es Factor Vlla humano.

23. Un método para preparar un polipéptido del Factor Vlla estable que comprende las etapas de:

i) proporcionar dicho polipéptido del Factor Vlla en una solucién que comprende una combinacién de saca-
rosa y un poliol seleccionado a partir del grupo que consiste en manitol, sorbitol y xilitol,

en donde dicho poliol esta presente en una relacién en peso con respecto a dicha sacarosa que varia des-
de 10:1 a 1:2;

i) liofilizar dicha solucion para obtener una composicién sélida con un contenido en humedad que no es su-
perior al 3% p/p.

24. El método segun la reivindicaciéon 23, que comprende ademas un antioxidante seleccionado a partir del
grupo que consiste en homocisteina, cisteina, cistationina, metionina, glutation, y péptidos que contienen uno cual-
quiera entre homocisteina, cisteina, cistationina, metionina y glutation.

25. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 23-24, en el que dicho poliol esta presente en una
cantidad que varia de 0,5 a 75 mg/ml, preferiblemente de 2 a 45 mg/ml, tal como de 5 mg/ml a 45 mg/ml, de 5 a 35
mg/ml, de 5 a 25 mg/ml, de 5 a 20 mg/ml, de 20 a 40 mg/ml o de 20 a 30 mg/ml.

26. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 23-25, en el que dicha sacarosa esta presente en
una cantidad que varia de 0,5 a 75 mg/ml, preferiblemente de 2 a 45 mg/ml, tal como de 5 mg/ml a 45 mg/ml, de 5 a
35 mg/ml, de 5 a 25 mg/ml o de 5 a 20 mg/ml.

27. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 23-26, en el que dicho antioxidante se encuentra
en una cantidad que varia de 0,05 a 10 mg/ml, preferiblemente de 0,1 a 5 mg/ml, mas preferiblemente de 0,1 mg/mli
a 2,5 mg/ml, incluso mas preferiblemente de 0,1 a 2 mg/ml, lo mas preferiblemente de 0,1 a 1 mg/ml.

28. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 23-27, en el que el antioxidante es metionina.
29. El método segun una cualquiera de las reivindicaciones 23-28, en el que el poliol es manitol.
30. Uso del polipéptido del Factor Vlla para la preparacién de un medicamento para uso en un método para

tratar un sindrome sensible al Factor VII, en donde dicho sindrome se selecciona a partir del grupo que consiste en
hemofilia A, hemofilia B, carencia de Factor Xl, carencia de Factor VII, trombocitopenia, enfermedad de von Wille-
brand, presencia de un inhibidor del factor de coagulacion, cirugia, traumatismo y terapia anticoagulante, en donde
dicho medicamento comprende una composicidon que comprende:

un polipéptido del Factor Vlla y una combinacion de sacarosa y un poliol seleccionado a partir del grupo que consis-
te en manitol, sorbitol y xilitol;

en donde dicho poliol esta presente en una relacién en peso con respecto a dicha sacarosa que varia de 10:1 a 1:2;
teniendo dicha composicion un contenido en humedad que no es superior al 3%

31. El uso segun la reivindicacion 30, en donde la composicién es como se ha definido en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 24.

32. Una composicién tal y como se ha descrito en una cualquiera de las reivindicaciones 1-22, para uso en un
método para tratar un sindrome sensible al Factor VII, en donde dicho sindrome se selecciona a partir del grupo que
consiste en hemofilia A, hemofilia B, carencia de Factor XI, carencia de Factor VII, trombocitopenia, enfermedad de
von Willebrand, presencia de un inhibidor del factor de coagulacion, cirugia, traumatismo y terapia anticoagulante.
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