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DESCRIPCION
Factores de coagulacion de accién prolongada y métodos para producir los mismos
Campo de la invencion

Se describen polipéptidos que comprenden al menos un péptido del carboxilo terminal (CTP) de la gonadotropina
coriénica unido al carboxilo terminal de un factor de coagulacién, y polinucleétidos que codifican los mismos. Se
describen, ademas, composiciones farmacéuticas que comprenden los polipéptidos y polinucleétidos de la
invencion, métodos para producir las mismas, y los usos médicos de estas.

Antecedentes de la invencion

El desarrollo de la terapia de reemplazo con factores de coagulacion ha transformado las vidas de muchos
individuos con hemofilia. La hemofilia es un grupo de trastornos genéticos hereditarios que deteriora la capacidad
del cuerpo para controlar la formaciéon de coagulos o coagulacién de la sangre. Los pacientes con hemofilia no
producen cantidades adecuadas de proteinas del Factor VIII o el Factor IX, que son necesarias para una eficaz
coagulacion de la sangre. En los pacientes hemofilicos graves incluso una lesién pequefia puede dar como resultado
una pérdida de sangre que se prolonga durante dias o semanas, y puede no ocurrir la curacién completa, lo que
conduce a un posible dafio permanente y debilitante de las articulaciones y otros 6rganos, y a la muerte prematura.

Un tipo de hemofilia, la hemofilia B, es un trastorno hemorragico unido al cromosoma X provocado por una mutacion
en el gen del Factor IX (FIX), que resulta en una deficiencia de la actividad procoagulante del FIX. Los pacientes con
hemofilia B tienen hemorragias espontaneas en el tejido blando y hemartrosis recurrentes que frecuentemente
conducen a una artropia paralizante. El tratamiento actual para estos pacientes incluye una administraciéon
intravenosa del FIX recombinante. Sin embargo los aspectos de costo y aclaramiento relativamente rapido del FIX
de la circulacion hacen que el desarrollo de un FIX de accién prolongada sea una tarea desafiante.

La disponibilidad comercial del FVIII y el FIX ha conducido a un mejor control de los episodios de hemorragias con
peligro para la vida. Muchos pacientes reciben terapia profilactica, que reduce el riesgo de hemorragia y sus
complicaciones asociadas. Sin embargo, una proporcion significativa de pacientes (10-30 %) desarrollan anticuerpos
inhibitorios contra FVIII y FIX administrados de manera exdgena. La administracién del FVlla, que es un producto de
derivacién, puede inducir homeostasis y proporcionar un tratamiento eficaz para los pacientes con Ac inhibitorios.

El FVila recombinante (NovoSeven®) esta disponible comercialmente y se aprob6 en 1996 para el tratamiento de
episodios de hemorragia en los pacientes de hemofilia con inhibidores. Sin embargo, el rFVlla se aclara rapidamente
con un tiempo de vida media terminal de 2,5 horas. Como resultado, los pacientes generalmente requieren
infusiones multiples y frecuentes (2-3 dosis administradas en intervalos de 2-3 horas) para lograr la homeostasis
adecuada después de un sangrado ligero a moderado. En consecuencia, existe mucho interés en el desarrollo de
una forma de accion prolongada del FVlla que prolongaria la duracién de la actividad hemostatica después de una
dosis Unica y permitiria una dosificacion mucho menos frecuente. Un FVila de accion prolongada aumentaria,
ademas, la factibilidad de una terapia profilactica a largo plazo.

Actualmente se desarrollan diversas tecnologias para prolongar el tiempo de vida media del FVila. Sin embargo, el
reto es lograr una prolongacion del tiempo de vida media de esta proteina a la vez que se conserve su actividad
bioldgica y asegurar que las modificaciones no induzcan una inmunogenicidad significativa.

Fares y otros, (1992) PNAS 89: 4304-4308, describen la fusiéon de 1 o 2 copias del péptido C-terminal (CTP) de la
subunidad 3 de la gonadotropina coridnica (CGp) a la subunidad 8 de la folitropina. Fares y otros sefialaron que el
enfoque descrito alli "requiere que el sitio activo no esté en el extremo carboxilo de la molécula”. Fares y otros no
mencionan a los factores de coagulacion modificados con CTP.

Fares y otros, (2010) Endocrinology 151(9):4410-4412, describen la fusion del péptido del carboxilo terminal (CTP)
de la subunidad B de la gonadotropina coridnica humana (hCG) a una hormona de crecimiento en patrones
estructurales que incluyen unir unidades de CTP al extremo N-terminal de la hormona de crecimiento. Faresy
otros no mencionan a los factores de coagulacién modificados con CTP.

Fares y otros, (2011) International J. Cell Bio. 9(11): 2021-2027, describen la fusion de CTP a la eritropoyetina en
patrones estructurales que incluyen unir péptidos del carboxilo terminal (CTP) de unidades de la subunidad B de la
gonadotropina coriénica humana a la secuencia codificante de la eritropoyetina (EPO). Por ejemplo, Faresy
otros describen una EPO modificada con CTP que tiene un CTP unido al extremo N-terminal de la EPO y dos CTP
unidos al extremo C-terminal de la EPO. Fares y otros no mencionan a los factores de coagulacion modificados con
CTP.

El documento WO 93/06844 describe la "extensién en tandem con el péptido del carboxilo terminal (CTP) de la
gonadotropina coriénica humana". Por ejemplo, el documento WO 93/06844 describe el aumento de la estabilidad
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bioldgica de la hormona foliculoestimulante (FSH) que contiene la extensiéon de dos unidades de CTP C-terminal de
su subunidad B. El documento WO 93/06844 no menciona a los factores de coagulacién modificados con CTP.

Konterman (2011) Current Opinion in Biotechnology 22(6):868-876, proporciona una revisién de los métodos para
prolongar el tiempo de vida media en suero de los agentes terapéuticos proteicos. Konterman enumera métodos que
incluyen PEGilacion, N-glicosilacion, fusion de la albimina a una proteina diana, y fusion de la porcion Fc de un
anticuerpo a una proteina diana. Konterman no describe la unién de péptidos del carboxilo terminal (CTP) a una
proteina o péptido de interés.

La solicitud de patente de Estados Unidos nim. 2010/0317585 se refiere a un género de factores de coagulacion
modificados que se modifican por la presencia de uno a cinco CTP de gonadotropina unidos al extremo C-terminal.

Resumen de la invencién

La invencion proporciona un factor de coagulacion modificado con el péptido del carboxilo terminal de la
gonadotropina coriénica (CTP), que consiste en un factor de coagulacion y tres CTP unidos al carboxilo terminal de
dicho factor de coagulacion, en donde dicho factor de coagulacién modificado con CTP es:
un polipéptido del factor IX (FIX) modificado con CTP que consiste en la secuencia de aminoacidos de la sec.
con nim. de ident.: 31 o de los amino&cidos 47-545 de la sec. con ndm. de ident.: 31;
un polipéptido del factor VII (FVII) modificado con CTP que consiste en la secuencia de aminoacidos de la
sec. con num. de ident.: 25 o de los aminoacidos 39-528 de la sec. con nim. de ident.: 25; o
un factor Vlla activado (FVIla) modificado con CTP que consiste en la secuencia de aminoacidos de los
aminoacidos 39-528 de la sec. con num. de ident.: 25.

En una modalidad, al menos un CTP esta glicosilado.

En otra modalidad, el factor de coagulacion modificado con CTP es un polipéptido del FIX modificado con CTP que
consiste en la secuencia de aminoacidos de la sec. con nim. de ident.: 31 o de los aminoacidos 47-545 de la sec.
con nam. de ident.: 31.

En otra modalidad, el factor de coagulacién modificado con CTP es un polipéptido del FVII modificado con CTP que
consiste en la secuencia de aminoacidos de la sec. con num. de ident.: 25 o de los aminoacidos 39-528 de la sec.
con num. de ident.: 25, o en donde el factor de coagulacion modificado con CTP es un FVlla modificado con CTP
que consiste en la secuencia de aminoacidos de los aminoacidos 39-528 de la sec. con nim. de ident.: 25.

En otra modalidad, la invencion proporciona un polinucleétido que codifica al factor de coagulacién modificado con
CTP. En otra modalidad, la secuencia de acido nucleico de dicho polinucleétido es como se expone en la sec. con
nam. de ident.: 30. En otra modalidad, la secuencia de acido nucleico de dicho polinucleétido es como se expone en
la sec. con nim. de ident.: 24.

En una modalidad, la invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende el factor de coagulacion
modificado con CTP, o el polinucleétido, y un portador farmacéuticamente aceptable.

En otra modalidad, la invencién proporciona el factor de coagulacién modificado con CTP o la compaosicion
farmacéutica, para usar como un medicamento.

En otra modalidad, la invencién proporciona el factor de coagulacion modificado con CTP o la composicion
farmacéutica, para usar en la prevencion o el tratamiento de un trastorno de la coagulacion de la sangre o de la
formacion de coagulos en un sujeto. En una modalidad, el trastorno de coagulacién de la sangre o de formacion de
coagulos es la hemdfilia.

En otra modalidad, la invencion proporciona el factor de coagulacion modificado con CTP o la composicion
farmacéutica, para usar en la prevencion o el tratamiento de un trastorno de coagulacion de la sangre o de
formacion de coagulos en un sujeto mediante administracion subcutanea.

En otra modalidad de la invencién, el sujeto es un nifio.

En una modalidad, la invencion proporciona un método para prolongar el tiempo de vida media biolégica de un factor
de coagulacion, el método comprende la etapa de unir tres péptidos del carboxilo terminal de la gonadotropina
coriénica (CTP) al carboxilo terminal de un polipéptido del FIX, o comprende la etapa de unir tres péptidos del
carboxilo terminal de la gonadotropina corionica (CTP) al carboxilo terminal de un polipéptido del FVII o FVlla, para
producir asi un factor de coagulacién modificado con CTP en donde el factor de coagulacién tiene un tiempo de vida
media biolégica prolongado.

En otra modalidad, la invencion proporciona un método para mejorar el area bajo la curva (AUC) de un factor de
coagulacion, el método comprende la etapa de unir tres péptidos del carboxilo terminal de la gonadotropina coriénica
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(CTP) al carboxilo terminal de un polipéptido del FIX, o comprende la etapa de unir tres péptidos del carboxilo
terminal de la gonadotropina coriénica (CTP) al carboxilo terminal de un polipéptido del FVII o FVlla, para producir
asi un factor de coagulacion modificado con CTP en donde el factor de coagulacion tiene una area bajo la curva
(AUC) mejorada.

En otra modalidad, la invencion proporciona un método para reducir la frecuencia de dosificacion de un factor de
coagulacién, el método comprende la etapa de unir tres péptidos del carboxilo terminal de la gonadotropina coridnica
(CTP) al carboxilo terminal de un polipéptido del FIX, o comprende la etapa de unir tres péptidos del carboxilo
terminal de la gonadotropina coriénica (CTP) al carboxilo terminal de un polipéptido del FVII o FVlla, para producir
asi un factor de coagulaciéon modificado con CTP en donde el factor de coagulacion tiene una reduccién de la
frecuencia de dosificacion.

En otra modalidad, la invencién proporciona un método para reducir la velocidad de aclaramiento de un factor de
coagulacion, el método comprende la etapa de unir tres péptidos del carboxilo terminal de la gonadotropina coridnica
(CTP) al carboxilo terminal de un polipéptido del FIX, o comprende la etapa de unir tres péptidos del carboxilo
terminal de la gonadotropina coriénica (CTP) al carboxilo terminal de un polipéptido del FVII o FVlla en donde el
factor de coagulacién tiene una reduccion de la velocidad de aclaramiento.

En otra modalidad, la invencién proporciona un método para producir el factor de coagulacion modificado con CTP
gue comprende la etapa de unir tres péptidos del carboxilo terminal de la gonadotropina coriénica (CTP) al carboxilo
terminal de un polipéptido del FIX, o comprende la etapa de unir tres péptidos del carboxilo terminal de la
gonadotropina coriénica (CTP) al carboxilo terminal de un polipéptido del FVII o del FVlla, para producir asi el factor
de coagulacion modificado con CTP.

Otras caracteristicas y ventajas de la presente invencion seran evidentes a partir de la siguiente descripcién
detallada, ejemplos y figuras. Debe comprenderse, sin embargo, que la descripcion detallada y los ejemplos
especificos aunque indican modalidades preferidas de la invencion se proporcionan a manera de ilustracion
solamente, ya que diversos cambios y modificaciones dentro del alcance de la invencién seran evidentes para los
expertos en la técnica a partir de esta descripcion detallada.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1A. Presenta un grafico de barras que muestra las células de cosechas limitadas, diluidas, transfectadas y
seleccionadas con variantes de FIX-CTP y FIX-CTP-CTP en presencia de vitamina K3 a 5 ug/ml. El nivel de FIX se
cuantific6 mediante el uso del estuche de ELISA para el FIX humano (Affinity Biologicals; Cat. nim. FIX-AG RUO), y
la concentracién de proteinas calculada (ug/ml) es el promedio de dos ejecuciones independientes. La Figura 1B
muestra fotomicrografias de un gel de SDS-PAGE del reconocimiento con Ac para FIX; la fotomicrografia A
representa el reconocimiento de un anticuerpo anti-FIX en una transferencia Western; la fotomicrografia B
representa el reconocimiento de un anticuerpo anti-y carboxilacién en una transferencia Western. El carril 1 en A-B
se carg0 con una muestra que contenia FIX recombinante, el carril 2 en A-B se carg6 con una muestra que contenia
cosechas de FIX-CTP. El carril 3 en A-B se carg6 con una muestra que contenia una cosecha de FIX-(CTP),.

Figura 2. Presenta un gréafico que muestra la actividad cromogénica comparativa de cosechas de FIX-CTP y FIX-
(CTP)2 (medida mediante la concentraciéon ECsp.) en comparacion con rhFIX (American Diagnostics).

Figura 3. Presenta un grafico que muestra el perfil PK de rhFIX, de la cosecha de FIX-CTP-CTP y de la cosecha de
FIX-CTP.

Figura 4. Presenta un gréafico de barras que muestra el nivel del antigeno FIX en las cosechas de FIX-CTP y las
cosechas de FIX-CTP-CTP vy la proteina purificada FIX-CTP-CTP segun se determind mediante el uso del estuche
de ELISA para el FIX humano (Affinity Biologicals; cat. num. FIX-AG RUO). La concentracion de proteinas calculada
(ng/ml) es el promedio de dos ejecuciones independientes.

Figura 5. Muestra fotomicrografias de geles de SDS-PAGE del reconocimiento con Ac para FIX. La fotomicrografia A
representa una tincién con azul de Coomassie; la fotomicrografia B representa el reconocimiento de un anticuerpo
anti-FIX en una transferencia Western; la fotomicrografia C representa el reconocimiento de un anticuerpo anti-y
carboxilacion en una transferencia Western. El carril 1 en A-C se cargé con una muestra que contenia FIX-(CTP)..
El carril 2 en A-C se carg6 con una muestra que contenia FIX-(CTP)2 no unido. El carril 3 en A-C se carg6 con una
muestra que contenia un a elucion concentrada de FIX-(CTP),.

Figura 6. Presenta un grafico que muestra la actividad cromogénica de FIX-(CTP), (concentracion de la
muestra/D.0.) en comparacién con el plasma mezclado normal humano y rhFIX (American Diagnostics).

Figura 7. Presenta un grafico que muestra el perfil PK de FIX-CTP-CTP purificado, rhFIX, cosecha de FIX-CTP-CTP,
y cosecha de FIX-CTP.
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Figura 8. Muestra transferencias Western con anticuerpos anti-CTP y anti-gamma carboxilacion del FIX fusionado a
tres, cuatro o cinco CTP. Las cosechas de FIX-CTP3, FIX-CTP4 y FIX-CTP5s se cargaron en un gel de Tris-glicina al
12 % mediante el uso del marcador de proteina de color dual Precision plus (Bio-Rad). El andlisis por SDS-PAGE se
realizé mediante inmunotransferencia Western con el uso del Ac policlonal anti-CTP (Adar Biotech Production) o Ac
anti-Gla (American Diagnostica).

Figura 9. Muestra una deteccién con azul de Coomassie de FIX-CTP3, FIX-CTP4, y FIX-CTPs. Después de un
proceso de purificacion con la utilizacién de una columna de jacalina (purificacion por inmunoafinidad de las
proteinas glicosiladas), FIX-CTP3, FIX-CTP,4 y FIX-CTPs se cargaron en un gel de Tris-glicina al 12 % mediante el
uso del marcador de proteina de color dual Precision Plus (Bio-Rad). El gel de SDS-PAGE se tifi6 mediante el
colorante azul de Coomassie para la deteccion de las muestras.

Figura 10. Muestra la actividad cromogénica del FIX. Una evaluacion comparativa de la potencia in vitro de FIX-
CTP3, FIX-CTP4 y FIX-CTPs completamente purificados (columna HA) frente al plasma mezclado normal humano
se realizd mediante el uso de un estuche de prueba de la actividad cromogénica, que esta disponible
comercialmente, BIOPHEN (Hyphen BioMed 221802). Todas las muestras se diluyeron en serie y la potencia se
evalué mediante la comparacion de una curva de dosis-respuesta con una preparacion de referencia que consistié
en plasma normal humano.

Figura 11. Muestra el perfil farmacocinético (PK) comparativo de FIX-CTP3, FIX-CTP4 y FIX-CTPs. La concentracion
del FIX en las muestras de plasma se cuantific6 mediante el uso de estuches de Elisa para FIX humano (Affinity
Biologicals). Se calculd el perfil farmacocinético y es la media de 3 animales en cada punto de tiempo. Los tiempos
de vida media terminal se calcularon mediante el uso del programa informatico PK Solutions 2.0.

Figura 12. Muestra el analisis de FIX-CTP3; por SDS-PAGE - Coomassie SDS-PAGE. La proteina enriquecida y-
carboxilada FIX-CTP3, rhFIX y rFIXa (FIX activado) se cargaron en un gel de Tris-glicina al 12 % mediante el uso del
marcador de proteina de color dual Precision Plus (Bio-Rad). El analisis del SDS-PAGE y Coomassie se realizd
mediante la tincién del gel con el reactivo azul de Commasie (800 ng de proteina) (figura 12A). Se realiz6 una
inmunotransferencia Western mediante el uso de 100 ng de proteina con Ac policlonal anti-FIX humano (figura 12B),
anticuerpo monoclonal anti-gamma carboxilacion humana (American Diagnostics Cat #499, 3570) (figura 12C), Ac
policlonal anti-propéptido de FIX (figura 12D), y Ac policlonal anti-CTP (figura 12E).

Figura 13: Muestra la actividad cromogénica de FIX-CTP3. Una evaluacion comparativa de la potencia in vitro de la
cosecha de FIX-CTP3; y de la proteina enriquecida y-carboxilada FIX-CTP3, frente al plasma mezclado normal
humano se realiz6 mediante el uso de un estuche de prueba de la actividad cromogénica, disponible
comercialmente, BIOPHEN (Hyphen BioMed 221802). La cosecha de FIX-CTP3 y la proteina se diluyeron en serie, y
la potencia se evalu6 mediante la comparacién de una curva de dosis-respuesta con una preparacion de referencia
gue consistié en plasma normal humano.

Figura 14: Muestra el tiempo de coagulacién de manera comparativa. Se realizé un ensayo de aPTT (tiempo de
trombina parcial activada) in vitro que compard la actividad de coagulacion del FIX-CTP3; con BeneFIX. Las
proteinas se diluyeron en serie y se adicionaron al plasma agotado de FIX humano, y se evalu6 el tiempo de
coagulacion.

Figura 15. Muestra el perfil PK comparativo de FIX-CTP3. La concentracion del FIX se cuantific6 mediante el uso de
estuches de ELISA para FIX humano (Affinity Biologicals; Cat. # FIX-AG RUO). El perfil farmacocinético se calculd
para cada proteina y es la media de 3 animales en cada punto de tiempo.

Figura 16. Muestra los parametros del perfil de actividad. En paralelo al muestreo de PK, los animales deficientes del
FIX administrados con BeneFIX® o FIX-CTP3, las muestras plasmaticas citratadas, se evaluaron en cuanto a su
actividad de coagulacion mediante el ensayo de aPTT, que se tradujo a % de actividad. El % de actividad en cada
punto de muestreo se calculé como el tiempo de coagulacion actual/tiempo de coagulacion del plasma mezclado de
ratones normales * 100.

Figura 17. Muestra los parametros de un primer reto de sangrado. Los ratones deficientes de FIX se administraron
con una Unica inyeccion intravenosa de 100 UI/Kg de BeneFIX® o rFIX-CTP3. La vena de la cola se comprimid
ligeramente 48 horas después de la dosificacién y se evaluaron el tiempo de sangrado por la vena de la cola (TVBT)
y la intensidad del sangrado (DO de hemoglobina). Un segundo reto de sangrado se realizd 15 minutos después de
alcanzar la homeostasis, y se midieron los mismos parametros.

Figura 18. Muestra los parametros de un segundo reto de sangrado. Una vez que el primer sangrado descrito en la
leyenda de la figura 19 se detuvo espontanea o manualmente, un segundo reto de sangrado se realizé 15 minutos
después del primero, y se volvieron a medir el tiempo y la intensidad del sangrado.

Figura 19. Muestra un diagrama que ilustra la construccién de rFVII-CTP (A), la construccién de rFVII-CTP-CTP (B),
la construccién de rFIX-CTP (C), y la construccion de rFIX-CTP-CTP (D).
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Figura 20A. Presenta un grafico de barras que muestra cosechas de células limitadas diluidas transfectadas con
clones y seleccionadas con variantes de FVII-CTP en presencia de vitamina K3 a 5 ug/ml. El nivel de FVII se
cuantific6 mediante el uso de ELISA para FVII (AssayPro).

Figura 20B. Presenta un grafico de barras que muestra cosechas de células limitadas, diluidas, transfectadas y
seleccionadas con variantes de FVII-CTP en presencia de 5 pg de vitamina K3.actividad. La actividad de FVII se
cuantific6 mediante el uso de un ensayo de actividad cromogénica de FVII (AssayPro).

Figura 20C. Presenta un gréafico de barras que muestra cosechas de células limitadas diluidas transfectadas y
seleccionadas con variantes de FVII-CTP en presencia de 5 pg de vitamina K3. La actividad especifica del FVII se
calculd para cada versién mediante la division del valor de la actividad por la concentracion de FVII de la cosecha.

Figura 20D. Presenta un grafico que muestra el perfil PK de FVII, las cosechas de FVII-CTP-CTP y FVII-CTP.

Figura 21. Muestra transferencias Western del FVII fusionado a tres, cuatro y cinco CTP, detectado mediante el uso
de anticuerpos anti-FVII, anti-CTP y anti-gamma carboxilaciéon. Las cosechas de FVII-CTP3, FVII-CTP4, y FVII-CTP5
se cargaron en un gel de Tris-glicina al 12 % (expedeon) mediante el uso del marcador de proteina de color dual
Precision plus (Bio-Rad). El andlisis por SDS-PAGE se realiz6 mediante inmunotransferencia Western con el uso de
Ac anti-FVII, Ac policlonal anti-CTP (Adar Biotech Production) o Ac anti-Gla (American Diagnostica).

Figura 22. Muestra la actividad de FVII - actividad cromogénica. Una evaluacién comparativa de la potencia in vitro
de FVII-CTP3, FVII-CTP4 y FVII-CTPS purificados en HA (fracciéon altamente gamma carboxilada) frente al plasma
mezclado normal humano se realizé mediante el uso de un estuche de prueba de la actividad cromogénica,
disponible comercialmente, BIOPHEN (Hyphen BioMed 221304). Todas las muestras se diluyeron en serie y la
potencia se evalué mediante la comparacion de una curva de dosis-respuesta con una preparacion de referencia
que consistié en plasma normal humano.

Figura 23. Muestra un primer perfil farmacocinético (PK) comparativo-FVII 3, 4 y 5 CTP. FVII-CTP3, FVII-CTP,4 y
FVII-CTPs (grupos A, B y C, respectivamente) se administraron en una Unica inyeccion intravenosa a las ratas
Sprague Dawley (seis ratas por tratamiento) en una dosis de 250 pg/kg de peso corporal. Las muestras de sangre se
extrajeron de manera retroorbital de 3 ratas alternativamente a las 0,083, 0,5, 2, 5, 8, 24, 48, 72 y 96 horas después
de la dosificacion. El plasma citratado (0,38 %) se preparé inmediatamente después del muestreo y se almaceno a -
20 °C hasta su andlisis. FVII-CTPs demostr6 un perfil superior en comparacion con las otras dos versiones.

Figura 24. Muestra un segundo perfil PK comparativo-FVII 3, 4y 5 CTP. FVII-CTP3, FVII-CTP4 y FVII-CTP5 después
de la seleccion del FVIl y el proceso de purificacion en HA (grupos A, B y C, respectivamente) se administraron en
una Unica inyeccion intravenosa a las ratas Sprague Dawley (tres ratas por sustancia) en una dosis de 29,45 ug/kg
de peso corporal. Las muestras de sangre se extrajeron de manera retroorbital a las 0,083, 0,5, 2, 8, 24, 48 y 72
horas después de la dosificacion. El plasma citratado (0,38 %) se prepard inmediatamente después del muestreo y
se almacend a -20 °C hasta su analisis.

Figura 25. Muestra un diagrama esquematico del proceso de purificacion de FVII-CTP3. El lote 31 se produjo para el
estudio de PK/PD. El lote 38 se produjo para el estudio de supervivencia.

Figura 26. Muestra un SDS -PAGE y transferencia Western de FVII Final y FVlla. Se cargaron 10 pg (lote 31) 0 5 pg
(lote 38) en cada carril de SDS-PAGE tefiido con Coomassie. Se cargé 1 pg de proteina en cada carril de la
transferencia Western. 1. Polipéptido FVII-CTP3; 2. Cadena pesada, que incluye 3x CTP; 3. Cadena ligera. Los tres
anticuerpos detectaron FVII. La cadena pesada de FVlla se detecté mediante a-CTP, y la cadena ligera se detecta
tanto con a-FVII como con a-Gla.

Figura 27. Muestra que la actividad cromogénica de FVII-CTP3; aumenta como resultado de la purificacion en una
columna de hidroxiapatita (HA) ceramica. Una evaluacién comparativa de la potencia in vitro de la cosecha de FVII-
CTP3, de las fracciones durante el proceso, y del FVII-CTP3 purificado frente al plasma mezclado normal humano se
realizé mediante el uso de un estuche de prueba de la actividad cromogénica, disponible comercialmente, BIOPHEN
(Hyphen BioMed 221304). La cosecha de FVII-CTP3y la proteina se diluyeron en serie y la potencia se evalu6
mediante la comparacion de una curva de dosis-respuesta con una preparacion de referencia de plasma normal
humano.

Figura 28. Muestra el perfil PK de FVIla-CTP3 frente a NovoSeven® en ratones deficientes de FVIII. FVIla-CTP3 se
produjo después de la seleccion de FVII, el proceso de purificacion en HA y la activacion. FVIla-CTP3; o
NovoSeven® se administrd en una Unica inyeccion intravenosa a los ratones hemofilicos FVIII-/-. Las muestras de
sangre se extrajeron de manera retroorbital a las 0,083, 0,5, 2, 8, 24, 48 y 72 horas después de la dosificacion. El
plasma citratado (0,38 %) se preparé inmediatamente después del muestreo y se almacené a -20 °C hasta su
andlisis, y se establecié un perfil PK basado en la actividad de coagulacion del FVlla mediante el uso de un estuche
comercial STACLOT.
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Figura 29. Muestra que se produjo FVIla-CTP3; después de la seleccién de FVII, el proceso de purificacion en HA 'y
la activacion. FVIla-CTP3; o NovoSeven® se administrd en una Unica inyeccion intravenosa a los ratones hemofilicos
FVII-/-. Las muestras de sangre se extrajeron de manera retroorbital a las 0,083, 0,5, 2, 8, 24, 48 y 72 horas
después de la dosificacion. El plasma citratado (0,38 %) se preparé inmediatamente después del muestreo y se
almacen6 a -20 °C hasta su andlisis. Los parametros de generacién de trombina se evaluaron durante el
experimento de PK, y se evaluaron pardmetros como la cantidad maxima hasta el pico, la cantidad de trombina
hasta un punto de tiempo y la velocidad de generacion de trombina.

Figura 30. Muestra las curvas de supervivencia de los ratones hemofilicos después del corte de la vena de la cola
(TVT). ElI TVT se realiz6 (A) a los 15 min, (B) 24 horas o (C) 48 horas después de la administracion. La
supervivencia de los ratones se observo durante 24 horas después del TVT y se registré en cada hora durante las
primeras 12 horas, y después de 24 horas. La Figura 33D resume la supervivencia de los ratones segln se registro
24 horas después del TVT. Los datos del grupo control (vehiculo) es la suma de los 3 experimentos con 5
ratones/experimento.

Figura 31. Muestra las inmunotransferencias de FVII - 3- CTP y FVII- 5 CTP. A) con transferencia para GLA. B) con
transferencia para FVlla. C) con transferencia para CTP.

Figura 32. Muestra un perfil PK comparativo-FVII 3 y 5 CTP- a partir de la purificacion en columna Select y HA
(FVIIS frente a FVII HA).

Figura 33. Muestra un perfil PK comparativo-FVII 3 y 5 CTP-El segundo estudio (IV frente a SC).

Figura 34. Muestra las curvas de supervivencia de los ratones hemofilicos después del corte de la vena de la cola
(TVT). El TVT se realiz6 12 horas después de la administracion SC. La supervivencia de los ratones se observo
durante 24 horas después del TVT y se registré en cada hora durante las primeras 12 horas, y después de 24 horas.

Figura 35. Muestra el perfil PK de MOD-5014 frente a NovoSeven® después de la administracion IV o SC. A)
muestra la administracion IV; B) muestra la administracion SC.

Figura 36. Muestra el perfii PK de MOD-5014 (Clon 61 #75, #81) frente a NovoSeven® después de una sola
administracion SC.

Descripcion detallada de la invencion

En una modalidad, la presente invencion proporciona factores de coagulaciéon de accién prolongada y métodos para
producir y usar los mismos. Los factores de coagulacion de accion prolongada comprenden tres péptidos del
carboxilo terminal (CTP, referidos ademas como unidades CTP) de la gonadotropina coridnica humana (hCG). En
otra modalidad, el CTP actia como un protector contra la degradacion de un factor de coagulacién. En otra
modalidad, el CTP aumenta la Cmax de un factor de coagulacion. En otra modalidad, el CTP aumenta el Tmax de un
factor de coagulacién. En otra modalidad, el CTP aumenta el tiempo de vida media en circulaciéon de un factor de
coagulacién. Se describe que los CTP mejoran la potencia de los factores de coagulacion.

En otra modalidad, la invencién proporciona un método para prolongar el tiempo de vida media biolégica de un factor
de coagulacién, que comprende la etapa de unir tres CTP al carboxilo terminal del factor de coagulacion, para
prolongar asi el tiempo de vida media biolégica del factor de coagulacion. En otra modalidad, la presente invencion
proporciona un método para prolongar el tiempo de vida media en circulacion de un factor de coagulacion. En otra
modalidad, la presente invencion proporciona un método para aumentar el tiempo de vida media de un factor de
coagulacion. En otra modalidad, la presente invencion proporciona un método para prolongar el tiempo de vida
media de un factor de coagulacion.

El factor de coagulacién VII (FVII) es una glicoproteina de 444 aminoacidos (50 KDa) secretada por los hepatocitos
al torrente sanguineo como una proenzima inactiva. Tras un dafio tisular y exposicién a la sangre circulante, el FVII
forma un complejo con el factor tisular (TF) que es una verdadera proteina receptora del FVIl y se expresa por
diversas células localizadas en las capas mas profundas de la pared del vaso. La formacién de este complejo FVII-
TF conduce a la activaciéon del FVII. El FVII activado (FVIla) inicia la via de coagulacion extrinseca mediante la
activacion del Factor IX y el Factor X.

FVII pertenece a un grupo de glicoproteinas dependientes de la vitamina K, asociadas con el sistema de
coagulacion. Ademas del FVII, este grupo consiste en el Factor 1X, el Factor X, la Proteina C y la protrombina. Estas
proteinas tienen similares organizaciones de los dominios y se sintetizan como precursores con un propéptido N-
terminal seguido por una secuencia de aminoacidos madura. El propéptido contiene un sitio de entrada para la
gammacarboxilasa que convierte acidos glutamicos (Glu) en acidos gamma carboxi glutamicos (Gla). Este dominio
es seguido por dos dominios similares al factor de crecimiento epidérmico (EGF), una regién de conexion (CR) y un
dominio C-terminal de serina proteasa. Antes de la secrecién, el propéptido del FVII se escinde para formar una
glicoproteina del FVII, zim6geno monocatenario de 406 aminodacidos. Después de la secrecion, la proteina puede
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activarse como un heterodimero de dos cadenas unidas por enlaces disulfuro, FVlla, mediante escision en la CR. La
concentracion plasmatica del FVII es 10 nM y aproximadamente el 1 % circula en la forma activa en los individuos
saludables.

El factor IX (FIX) es una glicoproteina de 415 aminoacidos (55 KDa); pertenece a un grupo de glicoproteinas
dependientes de la vitamina K, asociadas con el sistema de coagulaciéon. El FIX tiene una organizacion de los
dominios similar al factor FVII, el Factor X, la Proteina C y la protrombina que se sintetizan como precursores con un
propéptido N-terminal seguido por una secuencia de aminoacidos madura.

El FIX se secreta como una molécula monocatenaria que experimenta complejas modificaciones
postranscripcionales, muchas de las cuales son criticas para sus propiedades bioquimicas y farmacocinéticas. Entre
todas las modificaciones postranscripcionales, 12 residuos de acido glutamico cerca del amino terminal del FIX que
se gamma carboxilan mediante la gamma carboxilasa dependiente de la vitamina K son las mas cruciales. La
carboxilacién es necesaria para la interaccion del FIX con las superficies fosfolipidicas y para una actividad 6ptima
del FIX. El propéptido amino terminal sirve como un sitio de reconocimiento para la gamma carboxilasa y por lo
tanto, después de la gamma carboxilacion, se escinde por la serina proteasa del aparato de Golgi conocida como
enzima de escision de aminoacidos basicos apareados (PACE/Furina). Otras cuatro modificaciones
postranscripcionales podrian ocurrir en el aparato de Golgi: sulfacion de la tirosina 155, fosforilacion de la serina
158, O-glicosilacién en Ser 63 y en 61 y finalmente, N-glicosilacién en Asn 157 y 16, pero se demostrd que no son
necesarias para la actividad adecuada del FIX.

El FIX circula en el plasma (concentracion promedio de 5 pg/ml) como un zimdgeno inactivo monocatenario. Tras la
escision proteolitica en dos enlaces peptidicos: Arg 145 y Arg 180 mediante uno o dos activadores fisiolégicos, el
complejo FVlla-TF o FIXa, el péptido de activacion se elimina, lo que convierte al FIX en una enzima completamente
activa que consiste en una cadena ligera y pesada que se mantienen unidas mediante un unico enlace disulfuro. La
cadena ligera N-terminal contiene el acido gamma carboxiglutamico no catalitico (Gla) y dos dominios similares al
factor de crecimiento epidérmico, mientras que la cadena pesada C-terminal contiene el dominio catalitico de la
molécula, similar a la tripsina. El FIXa solo se caracteriza por poca actividad catalitica. Sin embargo cuando esta en
forma de complejos con FVIII, su actividad proteolitica aumenta en 4-5 6rdenes de magnitud hacia su sustrato
natural FX.

En otra modalidad, en la presente se proporciona un método para prolongar el tiempo de vida media biolégica o
mejorar el area bajo la curva (AUC) de un factor de coagulacion, que comprende la etapa de unir tres CTP al
carboxilo terminal del factor de coagulacion, para prolongar asi el tiempo de vida media biolégica o mejorar el AUC
del factor de coagulacién. En otra modalidad, en la presente se proporciona un método para prolongar el tiempo de
vida media bioldgica o un método para mejorar el area bajo la curva (AUC) del FIX, que comprende la etapa de unir
tres CTP al carboxilo terminal del FIX, para prolongar asi el tiempo de vida media biolégica o mejorar el AUC del FIX.
En otra modalidad, en la presente se proporciona un método para prolongar el tiempo de vida media biolégica o un
método para mejorar el area bajo la curva (AUC) del FVII o FVlla, que comprende la etapa de unir tres CTP al
carboxilo terminal del FVII o FVIla, para prolongar asi el tiempo de vida media bioldgica o mejorar el AUC del FVII o
FVila.

En otra modalidad, la presente invencion proporciona un método para prolongar el tiempo de vida media biol6gica de
un polipéptido del factor IX (FIX), que comprende la etapa de unir tres péptidos del carboxilo terminal de la
gonadotropina coriodnica (CTP) al carboxilo terminal de dicho polipéptido del FIX, para prolongar asi el tiempo de vida
media biolégica de dicho polipéptido del FIX. En otra modalidad, la presente invencién proporciona ademas un
método para prolongar el tiempo de vida media biologica de un polipéptido del factor Vila (FVlla), que comprende la
etapa de unir tres péptidos del carboxilo terminal de la gonadotropina corionica (CTP) al carboxilo terminal de dicho
polipéptido de FVlla, para prolongar asi el tiempo de vida media biolégica de dicho polipéptido de FVila.

En otra modalidad, la presente invencién proporciona un método para mejorar el area bajo la curva (AUC) de un
polipéptido del factor IX (FIX), que comprende la etapa de unir tres péptidos del carboxilo terminal de la
gonadotropina coriénica (CTP) al carboxilo terminal de dicho polipéptido del FIX, para mejorar asi el AUC de dicho
polipéptido del FIX. En otra modalidad, la presente invencién proporciona un método para mejorar el area bajo la
curva (AUC) de un polipéptido del factor Vlla (FVIla), que comprende la etapa de unir tres péptidos del carboxilo
terminal de la gonadotropina coriénica (CTP) al carboxilo terminal de dicho polipéptido de FVlla, para mejorar asi el
AUC de dicho polipéptido de FVila.

En otra modalidad, un factor de coagulacion de la invenciéon es una proteina. En otra modalidad, un factor de
coagulacion de la invencién es un péptido. En otra modalidad, un factor de coagulacion de la invencion es un
polipéptido. En otra modalidad, el factor de coagulacién es una enzima. Se describe que el factor de coagulacién es
una serina proteasa. Se describe que el factor de coagulaciéon es una glicoproteina. Se describe que el factor de
coagulacién es una transglutaminasa. Se describe que el factor de coagulacion es un zimégeno inactivo.

En una modalidad, el factor de coagulacién es el Factor Vlla (FVIla). En otra modalidad, el factor de coagulacion es
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el Factor VII (FVII). En otra modalidad, el factor de coagulacién es el Factor IX (FIX). En otra modalidad, el factor de
coagulacion es el Factor IXa (FIXa).

En una modalidad de la invencién, el factor de coagulacion es una glicoproteina. Se describe que el factor de
coagulacion es una glicoproteina dependiente de la vitamina K.

En otra modalidad de la invencién, el factor de coagulacion es una proteina recombinante. En otra modalidad de la
invencion, el factor de coagulacién es una glicoproteina recombinante. En otra modalidad, el factor de coagulacién
comprende un péptido sefial.

En otra modalidad de la invencion, el factor de coagulacién comprende tres repeticiones de CTP unidas al extremo
C-terminal y sin CTP unidos al extremo N-terminal.

En una modalidad, la presente invenciéon proporciona un polipéptido del factor IX (FIX) modificado con CTP que
consiste en un polipéptido del FIX y tres péptidos del carboxilo terminal (CTP) de la gonadotropina, unidos al
carboxilo terminal de dicho polipéptido del FIX modificado con CTP.

En otra modalidad, la presente invencion proporciona ademas un polipéptido del factor Vlla (FVIla) modificado con
CTP que consiste en un polipéptido de FVlla y tres péptidos del carboxilo terminal (CTP) de la gonadotropina, unidos
al carboxilo terminal de dicho FVila.

En otra modalidad, el factor de coagulacidon se sintetiza como un precursor con un propéptido N-terminal. En otra
modalidad, el factor de coagulaciéon como se usa en la presente estd en una forma proenzimatica inactiva. En otra
modalidad, el factor de coagulacion se produce en hepatocitos. En otra modalidad, el factor de coagulacion
comprende un sitio de entrada para la gammacarboxilasa que convierte acidos glutamicos (Glu) en acidos gamma
carboxi glutamicos (Gla). En otra modalidad, el factor de coagulacién como se usa en la presente es un factor de
coagulacion disponible comercialmente.

En una modalidad, la secuencia de acido nucleico que codifica al Factor VIl comprende la siguiente secuencia de
4cido nucleico:

clegaggacatggictcecaggeecteaggetectelgectictgetiggecticagggctgectggetgeagtcttcgtaacecaggag
gEI.EIgCCE‘EICE_gC gtcctgcaccggcgccggcgcgccaac gi:gttc‘ctggaggagctgcggccgggc‘tccc t ggﬂgﬂgggﬂg [gﬂ
aaggaggagcagtgctecticgaggaggeccgggagateticaaggacgeggagaggacgaagetgtictggatttcttacagegat
ggggaccagtgtgectcaagtccatgecagaatgggggctectgeaaggaccagetecagicetatatetgetictgecteectgectic
gagggocggaactglgagacgeacaaggalgaccagelgatelglgtgaacgagaacggcggcigtgageaglactgeaglgacca
cacggocaccaagegetectgtegatgceacgagpoptactetetgetggeagacggpatatectgeacacccacagitgaatatee
atgtggaaaaatacctatictaganaaangaaatgocagoanicoocaaggocgaatt gtgggggacnaggtatgccocanngggg
agtgtccatggeaggtectgtigitggtgaatggagetcagttgtgtgggpggaceetgatcaacaccatetgggtggtctecgeggec
cactgiitcgacaanatcangaactggaggaaccigalcgeggtgctgpgegagcacgaceicagegageacgacggpgalgagca
gagecggegaptogepeaggteateatceceageac gtac gtece gggeaccaccanccacgacate gegetgeteegeetgeac
cﬂgcccgtggtc‘ctc EI.E'th'ICE urgrgglgcccctc t gCETgCCCgﬂﬂCEE EEETTETETEHS uggacgcrggcctt:gtgcgc ttcte
attggtcageggctggggccagetgctggaccgtggegocacggeoctggageteatggtectcaac gtgceceggetgatgacee
aggactgectgeageagtcacggaaggtggpagactececaaatatcacggagtacatgttictgtpecggetactcggatggeagea
aggactectgeaaggggeacagtggageeccacatgecacccactaceggggcac gtggtacetgacggecategteagetgaes

ccaggectecgcaaccgtggaccactit tetacaccagggtcicccagtacatcgagtggctgcaanagetcatecacicaga
ZEECIECE EIEER EEERLE £EE £ EAgIgRcly £ ZCgclicag

gccacgeceaggagtectectgegagecceatticectgaggatgeggecge (SEC. CON NUM. DE IDENT.: 11).

En otra modalidad, la secuencia de aminoacidos del Factor VII comprende la siguiente secuencia de aminoacidos:



ES 2665319 T3

MVSQALRLLCLLLGLOGCLAAVFVTQEEAHGYVLHRRRREANAFLEELRPGSLERECKE
EQCSFEEAREIFKDAERTKLFWISYSDGDQCASSPCONGGSCKDQLOSYICFCLPAFE
GENCETHEDDQLICYNENGGCEQYCSDHTGTKRSCRCHEGY SLLADGYSCTPTVEY
PCGKIPILEKRNASKPQGRIVGGKVCPKGECPWOQVLLLVNGAQLCGGTLINTIWVYS
AAHCFDKIKNWRNLIAVLGEHDLSEHDGDEQSRRVAQVIIPSTY VPGTTNHDIALLEL
HOPVVLTDHY VPLCLPERTFSERTLAFVRFSLYSGWGQLLDRGATALELMYLNYPRL
MTOQDCLQQSEKVGDSPNITEY MFCAGY SDGSKDSCKGDSGGPHATHYRGTWYLTGI
VEWGOGCATVGHFGVYTRVSOQYIEWLOKLMRSEPRPGVLLRAPFP [SEC. CON NUM DE IDENT. 5.

En otra modalidad, la secuencia de aminoacidos del Factor VIl comprende la siguiente secuencia de aminoacidos:
MVSQALRLLCLLLGLQGCLAAVFVTQEEAHGVLHRRRRANAFLEELRPGSLERECKE

EQUCSFEEAREIFKDAERTKLFWISYSDGDQCASSPCONGGSCKDQLQSYICFCLPAFE
GRNCETHEDDQLICVNENGGCEQYCSDHTGTKRSCRCHEGY SLLADGVSCTPTVEY
PCGKIPILEKRNASKPQGRIVGGKVCPKGECPWOQVLLLVNGAQLCGGTLINTIWVVS
AAHCFDEIKNWENLIAY LGEHDLSEHDGDEQSRREVAQVIIPSTY VPGTTNHDIALLRL
HOPYVLTDHVVPLCLPERTFSERTLAFVRFSLVSGWGQLLDRGATALELMVLNVPRL
MTOQDCLQOQSRKVGDSPNITEYMFCAGYSDGSKDSCKGDSGGPHATHYRGTWYLTGI

VSWGQGCATVGHFGVYTRVSQYIEWLQKLMRSEPRPGVLLRAPFP*GCGR (SEC. CON
NUM. DE IDENT.: 10).

Se describe que la secuencia de acido nucleico que codifica al Factor VII-CTP (unido al carboxilo terminal)
comprende la siguiente secuencia de acido nucleico:
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ctegaggacatggtetcecaggeocteaggetectetgecttetgettggeeticagggetgectggetgeagiettcgtaacccaggag
gaagcccacggcglecigeaccgecgocggcecgocaacecgicctggageagctecepocgpectocclggagagepagtec
aaggaggagcagtgciccticgaggaggeccgggagaleticanggacgeggagaggacgaagetgtictggatttcttacagtgat
gggeaccagtgtocctcaagtecatgecagaatggpeectectgcaaggaccageteccagtectatatetgetictecctecetgoctte
gaggeccggaactglgagacgcacaaggatgaccagctgatelglotgaacgapaacgecgectgleageagtactgcagtgacca
cacgggcaccaagegeicetgicggtgecacgaggpgtacicicigetggeagacgggatgtectgeacacccacagitgaataice
atgtgraasaatacctatictaganaanagagatgecageannceccaagpocganttgtoppeoecaarototoccccaangeos
agtgtecatggeaggtectgttettpgteaatpeagcteagttptatggppopaccetgatcaacaccatctgpatggtetccgeppec
cactgtttcgacaaaatcaagaactggaggaacctgatcgeggtgctgggcgageacgaccicagegageacgacggeggatgagea
gagecgpeggetogegcagetcatcatecccageacgtacgtceeggeeaccaccaaccacgacategegetgeteegectgeac
cageeccgtggtecteactgaccatgtggtgoccetctgoctgoccgaacggacgiictctgagaggacgetggocticgigegeticte
attggteageggctggpeccagetgetggacegtggegocacggecctggageteatggtecteaacgtgeeeeggetgatgacee
aggactgectgcageagtcacggaageteppagactecccaaatatcacggagtacatgttctgtgpecggctacteggatgpeagea
aggactcctgoaaggggeacagiggaggcccacatgocacccactaccggggoacgtggtace
tgaccggeatcgtgagetgppeccagggctgegecaccgig ggocacticggegtgtacaccagggtpteccagtacatcgagtyg
clgcagaaactgatgagaagegagoeccagacecggegtectectgagageocecticcccageageagelocaageccoctoccod

tagoctgoocagooctagoagactgoectgggoccagegacaccoccatectgecceagtgaggatecgeggocge SEC. CON
NUM DE IDENT.:12).

Se describe que la secuencia de aminoacidos del Factor VII-CTP (unido al carboxilo terminal) comprende la
siguiente secuencia de aminoacidos:

MVSQALRLLCLLLGLOQGCLAAVFVTQEEAHGVLHRRRRANAFLEELRPGSLERECKE
EQCSFEEAREIFKDAERTKLFWISYSDGDQCASSPCONGGSCKDOQLQSYICFCLPAFE
GRNCETHKDDQLICVNENGGCEQYCSDHTGTKRSCRCHEGYSLLADGVSCTPTVEY
PCGKIPILEKRNASKPQGRIVGGKVCPKGECPWQVLLLVNGAQLCGGTLINTIWVVS

AAHCFDEIKNWRNLIAVLGEHDLSEHDGDEQSRRVAQVIIPSTY VPGTTNHDIALLRL
HOPYVLTDHVYVPLCLPERTFSERTLAFVRFSLVSGWGOQLLDRGATALELMVYLNVPRL
MTODCLOQOQSREVGDSPNITEYMEFCAGY SDGSKDSCRKGDSGGPHATHY RGTWYLTGI
VEWGOGCATVGHFGYY TRVSQYIEWLOQKLMRESEPRPGYVLLEAPFPSS55KAPPPSLPS
PSRLPGPSDTPILPQ* (SEC. CON NUM. DE IDENT. :13).

Se describe que la secuencia de acido nucleico que codifica al Factor VII-CTP-CTP (unido al carboxilo terminal)
comprende la siguiente secuencia de acido nucleico:
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ctegaggacatggictcecaggeccteaggetectetgectictgettggacticaggactgectggotgeagticticgtaacccaggag
gaageccacgecgioctgeaceggegocgacecgocaacgegiicctggageagclgcgpocggaciecclggagaggpagioc
aaggaggagcagigctccticgaggaggeccggaapatcticaaggacgeggagageacgaageigiictggatitctiacagtgat
gpggeaccagigigcctcangtcoatgocagaatgggegctcctgeanggaccagetecagtectatatctgetictgecteoetgectte
gageeccgeaactgtgagacpcacaageateaccagetgatetgtpteaaceagaacgeegactgteapcagtactegcagtgacca
cacgggeaccaagegeicetgicggigccacgaggggtacictcigetggeagacggegatgtcctgeacacecacagttgaatatee
Htg‘tggﬂﬂ.'iﬂﬂtﬂfctﬂttc tug.‘mu:mug..'1:1utgr_'cagcaauccccauggccgmttgtgggggg{:uuggtgtgcmc ﬂﬂﬂgggg
agtetecatgecaggtectgttettpetenatpeagcteagtiototprooooacectgatcagcaccatctgpptestetecgeggec
cactgtticgacaanatcaagaactggapgaacctgatcgegptoctggocgageacgaccicagogagcacgacgggpateagca
gﬂgﬂﬂggtgggtggﬂgﬂﬂggtCHU’.‘EITCCEC ugcacgm;:gt::ccgggc dcCc ﬂEEﬂﬂCL‘ﬂfgﬂCﬂ[ﬂgﬂgL‘TgC tf_‘i'_"gCi_‘lgC-ﬂf_‘
cagecegtgplecteactgaceatplgglgcccoiclgectgoeccgaacgpacpicielgagagracgctggectiicglocgeticte
attggteageggctpppoccagetpctggaceptgpepccacggecciggageicatpgicetcaacgigecceggetigatgacce
aggactgectgeagoagicacgganggtggeagactococaantatcacggagiacatgtictgtgocggetacteggatggeagea
aggaclectgeaagpperacagiegageeccacalgecacccactaceggepeacglogtacctgaccgecategtgagelgpoyg
ccagggctgcpecaccgtggeccacticggegigtacaccagggtgicccagiacatcgagiggctgcagaaacigatgagaageg
agcceagaccoggegtgetgctgagageccceticoocageageagetecaaggeccoicccoctagectgoccagecctageaga
clgcctgppecctecgacacaccaatectgecacagageagetectelaagpeceetecteealeectgecatecceeteccgactee
caggceccictgacaccoctatcetgoctcagtgatgaaggictggatecgeggecge (SEC. CON NUM. DE IDENT.: 14).

Se describe que la secuencia de aminoacidos del Factor VII-CTP-CTP (unido al carboxilo terminal) comprende la
siguiente secuencia de aminoacidos:

MVSQALRLLCLLLGLQGCLAAVFVTQEEAHGVLHRRRRANAFLEELRPGSLERECKE
EQCSFEEAREIFKDAERTKLFWISYSDGDQCASSPCONGGSCKDQLQSYICFCLPATE
GRNCETHKDDQLICVNENGGCEQYCSDHTGTKRSCRCHEGYSLLADGVSCTPTVEY
PCGKIPILEKRNASKPQGRIVGGKVCPKGECPWQVLLLVNGAQLCGGTLINTIWVVS
AAHCFDKIKNWRNLIAVLGEHDLSEHDGDREQSRRVAQVIIPSTY VPGTTNHDIALLRL
HQPVVLTDHVVPLCLPERTFSERTLAFVRFSLVSGWGQLLDRGATALELMVYLNVPRL
MTQDCLQQSRKVGDSPNITEYMFCAGY SDGSKDSCKGDSGGPHATHYRGTWYLTGI

VEWGOQGCATVGHFGVY TRVSQYIEWLOKLMRSEPRPGVLLRAPFPSS55KAPPPSLPS

PSRLPGPSDTPILPQSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQ#* (SEC. CON NUM. DE
IDENT. : 15).

En otra modalidad, la secuencia de acido nucleico que codifica al Factor VII-CTP-CTP-CTP (unido al carboxilo
terminal) comprende la siguiente secuencia de acido nucleico:
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ctegaggacatggtctcccaggeccteaggetectetgectictgettgggeticagggetgectggetgeagteticgtaacceaggag
gaagcocacgecgloctgoaccgecgocggcecgocaacecgticelggageagctecppocgaectecclggagagepaglec
aaggagpagcagieciceticgageaggacceeggapalcticasgeacgcggagageacgaagcigiictggatitciiacagtgat
gEggaccagtgtgccteangtocatgoeagaatgggppetectgeanggaceagetecagtectatatetgettctgectecetgoctte
pageeccggaactgtgagacgcacaagpalgaccagelgatetglglzaacgagaacggeppctgigagcaglactgeaglgacca
cacgggeaccaagegetectgtcggigecacgaggpatacicictgoiggeagacggagtgtoctgeacacceacagitgaatatee
atgtgzaanaatacctatictaganaanaganatgecageaaaccccaaggecgaattgtgggppeeanggtatgccceaaagggy
agtgtccatggeagglcctgitgtigetgaatggageicagligtglegegpeaccelizatcaacaccatetggglggtciccgeggcc
cactgtttcgacaaaatcaagaactggaggaaccigatcgeggtpotgggogageacgaceicagegageacgacggggatgagea
gagcepgeeggplppcecaggicalcalccocageacglacglcccggecaccaccaaccacgacalcgegotgciecgoctgoac
cageocgtggtectcactgaccatgtggteccceictgoctgoccgaacggacgtictctgagaggacgctggocticgtgcgcticte
attggleageggctgppeccagetgetggacegtggegecacggecctggagetcatggtecteaac gtgeceeggetgatgacee
aggactgectgeageagicacggaaggtggpagactccccaaatatcacggagtacatgtictgtgecggctacicggalgecagca
aggactectgeaagggegacagtygagocccacatgecacceactaccggggeacgtggtacctgaccggoatcgtgagetgggg
ccagggctgcgecaccgtggpecacticggegtgtacaccagaateteccagtacatcgagtgectgcaganactgatgagaagcy
agceeagaccopgegigctgetgagageceecticeccageageageiecaaggecceicccectagectgoccagecciagenga
ctgectggpeccagtgacaccectatectgecteagtceagetecageaageocccaccocctagectgecttetecticteggetgoct
gpecccagegatactecaatictgocecagtectocageagtaaggetececciccaleletgocatcccccageagacteccaggoc
ctictgatacacccatceteceacagtgatgaggatccgeggccgettaattaa (SEC. CON NUM. DE IDENT. : 24).

En otra modalidad, la secuencia de aminoacidos del Factor VII-CTP-CTP-CTP (unido al carboxilo terminal)
comprende la siguiente secuencia de aminoacidos:

MVSQALRLLCLLLGLOQGCLAAVFVTQEEAHGVLHRRRRANAFLEELRPGSLERECKE
EQCSFEEAREIFKDAERTKLFWISY SDGDQCASSPCONGGSCKDQLQSYICFCLPAFE
GRNCETHKDDQLICVNENGGCEQYCSDHTGTKRSCRCHEGYSLLADGVSCTPTVEY
PCGKIPILEKRNASKPQGRIVGGKVCPKGECPWQVLLLVNGAQLCGGTLINTIWVVS
AAHCFDKIKNWRNLIAVLGEHDLSEHDGDEQSRRVAQVIIPSTY VPGTTNHDIALLRL
HQPVVLTDHY VPLCLPERTFSERTLAFVRFSLVSGWGQLLDRGATALELMVLNVPRL
MTQODCLQQSRKVGDRSPNITEYMFCAGYSDGSKDSCKGDSGGPHATHYRGTWYLTGI
VSWGQOGCATVGHFGVYTRVSQYIEWLQKLMRSEPRPGVLLRAPFPSSSSKAPPPSLPS

PSRLPGPSDTPILPQSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQSSSSKAPPPSLPSPSRLPGP
SDTPILPQ#** (SEC. CON NUM. DE IDENT.: 25).

Se describe que la secuencia de acido nucleico que codifica al Factor VII-(CTP)4 (unido al carboxilo terminal)
comprende la siguiente secuencia de acido nucleico:
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ctegaggacatggtctcecaggecctcaggetectetgectictgettgggeticagggetgectggetgeagteticgtaacceaggag
gaagcocacgecgloctgoaccgecgocggcecgocaacgcgticelggageagctecppocgaectecclggagagepaglec
aaggagpagcagieciceticgageaggcceggapalcticasgeacgcggagageacgaagcigiictggatiteitacagtgat
gEggaccagtgtgccteangtocatgoeagantgggppetectgeanggaceagetecagtectatatotgettctgectecetgectte
pagreccggaactgtpagacgcacaagpalgaccagelgatetglglzaacgagaacggeppctgigagcaglacigeaglgacca
cacgggcaccaagegetectgtcggigecacgagggatacicictgoiggeagacggagtgtoctgeacacceacagitgaatatee
atgtgzaasaatacctatictaganaanaganatgecageaaaceccaaggecgaattgtgggppeeangptatgccceaangggy
aglgtccatggeagglcctgitgtigetgaatggageicagiigtgleggegpeacceizatcaacaccatetggglgetciccgeggcc
cactgtttcgacaaaatcaagaactggaggaaccigatcgeggtpotgggogageacgaccicagegageacgacggggatgagea
gagcepgpeggplppcpcagglcalcalccocageacglacglcccggecaccaccaaccacgacalcgegotgclocgoctgoac
cageocgtggtectcactgaccatgtgetgocceictgoctgoccgaacggacgictctgagaggacgctggocticgtgogcticte
attggteageggctgppeccagetgetggacegtggegecacggecetggagetcatggtecteaac gtgeceeggetgatgacee
aggactgectgeageagicacggaagglggpagactccccaaatatcacggagtacatgtictgtgecggctactcggatggcagea
aggactcctgeaagggggacagtggaggcccacatgecacceactaccggggeacgtggtacctgaccggeategtgagetgggg
ccagggctgcgecaccgtggpecacticggegtgtacaccagaateteccagtacatcgagigectgeaganactgatgagaagcy
agceeagacecggegipetgctgagageceecticeoccageageageiecaaggeccelcccectagectgoccagecciageaga
ctgectggpeccagtgacaccectatectgecteagtceagetecageaageocccaccocctagectgecttetecticteggetgoect
gpecccagegatactecaatictgecccagtectocageagtaaggetececctecaleletgocatcccocageagacteceaggoc

ctictgatacacccatcotcocacagtgatgaggatecge (SEC. CON MUM. DE IDENT. :26).

Se describe que la secuencia de aminoacidos del Factor VII-(CTP)4 (unido al carboxilo terminal) comprende la
siguiente secuencia de aminoacidos:

LEDMVSQALRLLCLLLGLQGCLAAVFVTQEEAHGVLHRRRRANAFLEELRPGSLERE
CKEEQCSFEEAREIFKDAERTKLFWI1SYSDGDQCASSPCQONGGSCKDQLQSY ICFCLP
AFEGRNCETHKDDQLICVNENGGCEQYCSDHTGTKRSCRCHEGY SLLADGVSCTPT
VEYPCGKIPILEKRNASKPQGRIVGGK VCPKGECPWQVLLLVNGAQLCGGTLINTIW
VVSAAHCFDKIKNWRNLIAVLGEHDLSEHDGDEQSRRYAQVIIPSTYVPGTTNHDIAL
LRLHQPVVLTDHVVPLCLPERTFSERTLAFVRFSLVSGWGQLLDRGATALELMVLNV
PRLMTQDCLQQSRKVGDSPNITEYMFCAGY SDGSKDSCKGDSGGPHATHYRGTWYL
TGIVSWGQGCATVGHFGVYTRVSQYTEWLQKLMRSEPRPGVLLRAPFPSSSSKAPPPS

LPSPSRLPGPSDTPILPQSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQSSSSKAPPPSLPSPSRLP
GPSDTPILPQ#+G (SEC. CON NUM. DE IDENT.: 27).

Se describe que la secuencia de acido nucleico que codifica al Factor VII-(CTP)s (unido al carboxilo terminal)
comprende la siguiente secuencia de acido nucleico:
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ctegaggacatggictcecaggeccteaggetectetgectictgettgggeticagggetgectggetgeagteticgtancecaggag
pangcccacgecgtoctgeaccggegocgecgegocaacgegticctgpageagctgegpocgpoctocctggagagppagtoc
anggappagcagleciecticgaggeapecccggoapalciicangeacgepgagapeacgaagcigtictggatitetiacagtgat
ggggaccagtgtgectcaagiceatgecagaatgggggctectgeaaggaccagetecagtoctatatetgetictgectocctgecttc
gaggeccggaactgtgagacgeacaaggatgaceagetgatetgtatgaacgagaacggegactgtgageagtactgcagtgacca
cacgggcaccaagegeicctgicggtgecacgagggatactetetgetggeagacggggtgtectgeacacceacagiigaatatee
atgtggaaaaatacctatictaganaanagaaatgecageaaaccecaaggocgaatigigggggecanggtgtgocccaangggg
agtgtecatggcaggtectgttgttgetgaatg gagctecagttgtetp geppeaccetgatcaacaccatetggetgotetecgeggoc
cactgtttcgacaaaatcaagaactggaggaacctgatcgeggtgctgggcgagoacgaccicagegagoacgacggegatgagea
gagecggeggptepcgeaggtcatcatcoccagracgtacgieccgggeaccaccaaccacgacatcgegetgetec gectgrac
cageocgtgatectcactgaccatgtggtgccectctgectgcecgaacggacgtictctgagag gacgctggccttcgtac getictc
attgglcagegectggeeccagetgetggaccgtggcgccacggoccigeagetcatggtiectcaacgtgcoccggctgatgacce
aggactgectgeageagicacggaaggtggpagactceccaaatatcacggagtacatgtictgtgecggotactcggatggeagea
aggaclectgeaagpoeracagtepagecccacatgccacecactacegeepeacgtggtacelgaccggeateglongctopog
ceaggpetgcpecaccgtgppocacticggegtotacaccagpotpteccagtacatcgagtggoctpcapanactgatgagaagcg
agcecagacceggogtgotectgagagecoccticcecageageagetccaaggeeccteccoctagectgoccageectageaga
ctgectggeecctetgacaccectatectgectcagtecagetectetaaggetecaccaceticectgectageeettcangactgeea
ggccctagegatacaccaattctgecccagtcctccageageaaggcetcocceacctagectgoctictecatcaaggetgectggec
catccgataccocaattttgectcagageagetetageaaggeaccteccoccagtctgecctctecangeagactecctggooctica
gacactecaatcctoccacagioctetagctctanagctccaccicccagcctgcccagocctagtagactceccggaccttctgatace
ccecatcttgecccagtgatgaggatccge (SEC. CON NUM. DE IDENT.: 28).

Se describe que la secuencia de aminoacidos del Factor VII-(CTP)s (unido al carboxilo terminal) comprende la
siguiente secuencia de aminoacidos:

LEDMVSQALRLLCLLLGLQGCLAAVFVTQEEAHGVLHRRRRANAFLEELRPGSLERE
CKEEQCSFEEAREIFKDAERTKLFWISYSDGDQCASSPCQNGGSCKDQLQSY ICFCLP
AFEGRNCETHKDDQLICVNENGGCEQYCSDHTGTKRSCRCHEGY SLLADGVSCTPT
VEYPCGKIPILEKRNASKPQGRIVGGKVCPKGECPWQVLLLVNGAQLCGGTLINTIW
VVSAAHCFDKIKNWRNLIAVLGEHDLSEHDGDEQSRRVAQVIIPSTYVPGTTNHDIAL
LRLHQPVVLTDHVVPLCLPERTFSERTLAFVRESLYSGWGQLLDRGATALELMVLNV
PRLMTQDCLQQSRKVGDSPNITEYMFCAGY SDGSKDSCKGDSGGPHATHYRGTWYL

TGIVSWGQGCATVGHFEGVYTRVSQY IEWLQKLMRESEPRPGVLLEAPFPSSSSKAPPPS
LPSPSELPGFSDTPILPQSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPOQSSSSKAPPPSLPSPSELP

GPSDTPILPQSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQSSSSKAPPPSLPSPSELPGPSDTPIL
PQ##(GS (SEC. CON NUM. DE IDENT.: 29).

En otra modalidad, la secuencia de acido nucleico que codifica al Factor IX comprende la siguiente secuencia de
acido nucleico:
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gogatcgecatgeagegegtgaacatgatcatggeagaatcaccaggecteatcaccattgectittaggatatetactcagtgetgaat

glacagitiitettgatcat gaaaacgocaacaaaaliclgaalecggocaaagaggtataaticaggtanatiggaagagtitgticanggg
aaccttgagagagaatgtatggaaganaagigtagtittgaagaageacgagaagtitttganaacactgaangaacaactgaattttgg

aagcagtatgttgatpgagateagtptpastecaatecatetitanatggeggeagtigeanggatgacattaaticetatgaatettepty
lcectitggatitgaappaaagaactgtgaatiagalglaacalglaacatiaagaatggcagatgc gageagiitiglaanaataglgctg
ataacanggtggittgctectgtactgaggeatatcgacttgeagaaanceagaagtcetgtganccageagtgecatttocatgtggan
gagttictgtttcacaaactictaagetcaceegtgetgagactaittttectgatgtogactatgtaaattetact gaagetgaaaccatittg
pataacatcactcaaagoaccoaatcatttaatgacttcactcgagtigtiggtegagaagatgccaaaccaggtcaattcecttggeag

gttgttttgantggtanagttgatgeattctgtggaggetetategttaatgaaanatggattgtaactgetgeccact gtgttganactggty
ttaaaattacagtiptegeaggtgancalaatattgaggagacagascatacagageaanapegaaatgtealicgaaltaltecteacca
caactacaatgeagetattaataagtacaaccatgacattgocettetggaactggacgaaceottagtgctanacagetacgttacacet
atttecattgetracaageaatacacgaacatettecteaaatitggatetggetatgtaagt gsct ppeeaapastetteccacaaaggsa
galcagetitagtictiecaglaceltagagitocactlgligacc gagecacatgtetic gatetacaaagiteaccatetalaacaacalgtt
ctgtgctggettocatgaaggaggtagagaticatgtcanggagatagtgggggaccocatgttactgaagtggaagggaccagtitet
taactggaattattagetgg gotpaagagtatzcantganaggeaaatatggaatatataccaaggtatceeggtat gteaactggattaa

gegaaaaaacaaagetcactigaacgcggecge (SEC. CON NUM. DE IDENT.: 16).

En otra modalidad, la secuencia de aminoacidos del Factor IX comprende la siguiente secuencia de aminoéacidos:

MORVNMIMAESPGLITICLLGYLLSAECTVFLDHENANKILNRPEKRY NSGKLEEFVQG
NLERECMEEKCSFEEAREVFENTERTTEFWEQY VDGDQCESNPCLNGGSCKDDINSY
ECWCPFGFEGENCELDVTCNIKNGRCEQFCKNSADNKVVCSCTEGYRLAENQKSCE
PAVPFPCGRVSVSQTSKLTRAETVFPDVDY VNSTEAETILDNITQSTQSFNDFTRVVG
GEDAKPGOQFPWOQVVLNGKVDAFCGGSIVNEEWIVTAAHCVETGVKITVVAGEHNIE
ETEHTEQKENVIRIIPHHNYNAAINKYNHDIALLELDEPLYLNSYVTPICIADKEYTNIF
LKFGSGYVSGWGRVFHKGRSALVLOYLRVPLYVDRATCLRSTEFTIYNNMFCAGFHE

GGRDSCOQGDSGGPHVTEVEGTSFLTGIISWGEECAMKGKYGIYTKVSRY VNWIKEKT
KLT* (SEC. CON NUM. DE IDENT.: 17).

Se describe que la secuencia de acido nucleico que codifica al Factor IX-CTP (unido al carboxilo terminal)
comprende la siguiente secuencia de acido nucleico:

16



ES 2665319 T3

gogatcgocatgeagcgogigaacatgatcalggcagaatcaccaggcctcatcaccalctgectiitaggataictactcagigeigaa
tgtacagtititcttgatcatgaaaacgocaacaaaatictgaatcggecaaagaggiataaticaggianattggaagagtiteticange
gaacctigagagagaatgiatggaaganaagtgiagitttgangangoacgagaagtttitganaacactgaangaacaactgaaiitig
gaggcagtatgttgatgeagatcagteteagtocaatecatgtitanatgecgocasttocaaggatgacattaattoctatgaatpttgot
gicootitggatitgaageaaagaactgigaatiagatgiaacatgiaacattangaatggeagatgcgageagtitigtaaaaatagtgct
gataacaaggtggtitgetoctgtactgagggatatcgacttgeagaaaaccagaagteetgtganccageagtgeeatttccatgtgga
agagtttctottteacanacttctaageteaccegt gctgagactgtitttectzatgteractatetaaatictactgangetganaceatttt
ggataacatcactcanageacceaatcatttaatgacticactcgagttgtiggtegagaagatgccaaaccaggteaaticectiggea
ggtigttitgaatg gtanagttgatgoatictgiggagectctatcgttantgaanaatggattgtanctgctgoccactgigtiganactggt
gttaaaattacapgttptegeagetgaacatantattgageagacagaacatacagageannageganatgtgaticgaattattceteac
cacaactacaatgeagetattaataagtacaaccatgacatigocciictggaactggacgaacectiagigetanacagetacgitacac
ctatttgcattgetgacaaggaatacacgaacatcticetcaaatttggatetggetatgtangteactg govaagagteticcacaangg
sagatcagetitagticticagtaccttagagttceactigitzacegagecacatgtettc gatetacaaa gttcaccatctataacaacatyg
tictgtgctegcticcatganggagatagagaticatgicanggagatagigeggaaccecaigitacigaagiggangggaccagttt
cttaactgeaattattagetggpatgaagagtatreaatpaaagecanatatg gaatatataccaaggtatcecggtatgteaactggatt
aagganaaaacagageicactageiccageageaageccecicocoogagectigocciocccaageaggciacciggacceicega

cacaccaarcctgecacagtgatgaaggictggatccgeggecge (SEC. CON NUM. DE IDENT.: 18).

Se describe, ademas, que la secuencia de amino&cidos del Factor IX-CTP (unido al carboxilo terminal) comprende la
siguiente secuencia de aminoacidos:

MORVNMIMAESPGLITICLLGY LLSAECTVFLDHENANKILNRPKRYNSGKLEEFVQG
NLERECMEEKCSFEEAREVFENTERTTEFWRQYVDGDQCESNPCLNGGSCEDDINSY
ECWCPFGFEGENCELDYTCNIKNGRCEQFCKNSADNKVVCSCTEGYRLAENQKSCE
PAVPFFCGRVSVSQTSKLTRAETVFPDVDY VNSTEAETILDNITQSTQSFNDFTRVVG
GEDAKPGQFPWQVVLNGEVDAFCGGSIVNEEKWIVTAAHCVETGVKITYVVAGEHNIE
ETEHTEQKRNVIRIIPHHNYNAAINKYNHDIALLELDEPLVLNSYVTPICIADKEY TNIF
LEKFGSGYVSGWGRVFHKGRSALVLOYLRVPLVDRATCLESTKFTTY NNMFCAGFHE
GGRDSCQGDSGGPHYTEVEGTSFLTGHSWGEECAMKGKYGIYTKVSRY VNWIKEKT
KLTSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQ#* (SEC. CON NUM. DE IDENT.: 19).

Se describe que la secuencia de &cido nucleico que codifica al Factor IX-CTP-CTP (unido al carboxilo terminal)
comprende la siguiente secuencia de acido nucleico:
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gegategeeatgeagegegtgaacatgateatggeagaateaccaggecteatcaccatetgecttttaggatatetacteagtgetgaa

tgtacagtttitcttgatcatgaaaacgecaacaaaattctgaatcggecaaagaggtataattcaggtaaattggaagagtttgticaagg
Faaccttgagagagaatgtatgganganaagtgtagttitgaagaageacgagangittitgaaaacactganagaacaactgaatitty

saggzcaglatgtigatgeapatcagtplzag tccaatecalgittanalgpegocagiigeaaggalgacatiaaticclatgaatglizgt
gtcoctttggatttgaaggaaagaactgtgaattagatgtaacatgtaacattaagaatggcagatgcgageagtittgtananatagtgct
gataacaaggtgetttectoctgtactgagggatatc gacitgcagaaaaccagaagtectgigaaccageagtgecatttecatgtgga
agagitictgiticacaaactictaageicacccgigelgagacigiitiiceigaigiggactatgiaaaticiactigaageigaaaccatiil
ggataacatcactcaaageacceaatcatttaatgacticactcgagtigtiggtggagaagatgecaaaccaggicaaticecttggea
gettettttgaatggtanagttgatgeattetgtgeapectetatcgitaatgaaaaatgratigtaactgetgeccact gtattganact g ot
gitaaaattacagiigtcgeaggigaacataatatigaggapacagaacatacagageaaangegaaatgizaticgaattaticetcac
cacaactacaatgcagetattaatangtacaaccatgacattgeccticiggaactggac gaaceottagtgctaaacagetacgttacac
clatttgcatigctacaaggaatacacgaacatcticcteaaatitiggatetggetalgtaaglgpetgpopanpapicticcacanagpg
agatcagctitagticttcagtaccttagagticcacttgttgaccgagecacatgicticgatctacaaagttcaccatctataacaacatgt
tetgtgctggcticeatgaaggaggtagagattcatgicaaggagatagtgeosoaccocatgitactgaagtggaageoaccagtitc
ttaactggaatiattagetggestpaagagigigcaatganagpcaaatatgeaatatataccaaggtatcceggtatgteaactggatia
aggaaadaacaaagetcactagetccageageaaggeocctecoecgagectgooctecccaageaggotgectgggocctoegac
acaccaatcctgecacagageagetectctaaggecectectecateoctgocateccectccc ggotgectggeceetctgacacooe
tatcctgectcagtgatgaaggtetggatccgeggccge (SEC. CON NUM. DE IDENT.: 20).

Se describe, ademas, que la secuencia de aminoacidos del Factor IX-CTP-CTP (unido al carboxilo terminal)
comprende la siguiente secuencia de aminoacidos:

MORVNMIMAESPGLITICLLGY LLSAECTVFLDHENANKILNRPERYNSGKLEEFV QG
NLERECMEEKCSFEEAREVFENTERTTEFWKQYVDGDOQCESNPCLNGGSCEDDINSY
ECWCPFGFEGKNCELDVTCNIKNGRCEQFCENSADNKVYCSCTEGYRLAENQKSCE
PAVPFPCGRVSVSQTSKLTRAETVFPDVDY VNSTEAETILDNITQSTQSFNDFTRVVG
GEDAKPGOFPWOVYLNGKYVDAFCGGSIVNEEWIVTAAHCVETGYKITVVAGEHNIE
ETEHTEQKENVIRIIPHHNYNAAINKY NHDIALLELDEPLVLNSYVTPICIADKEYTNIF
LEKFGSGYVSGWGRVFHRGRSALVLOYLRVPLVDRATCLRSTKFTIYNNMFCAGFHE
GGRDSCOQGDSGGPHYTEVEGTSFLTGISWGEECAMKGKYGIY TKVSRY VNWIKEKT

KLTSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQ**
(SEC. CON NUM. DE IDENT.: 21).

En otra modalidad, la secuencia de acido nucleico que codifica al Factor IX-(CTP)s (unido al carboxilo terminal)
comprende la siguiente secuencia de acido nucleico:

tetagagicgaccecgecatgeagegegtgaacatgatcatggeagaatcaccaggecteatcaccatetgecttitaggatatetacte
agtgctgaatgtacagtitttcttgatcatgaaaacgecaacaaaatictgaatcggecaaagaggtataattcaggtaaattggaagagtt
tgttcaagggaaccttgagagagaatgtatggaagaaaagtgtagtittgaagaageacgagaagtttttgaanacactgaaagaacaa

ctgaattttggaageagtatgttgatggagatcagtgtoagtecaatecatgtttaaatggeggeagttgcaaggatgacattaattectat
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gaatgttggtgteoctttggatitgaagganagaactigigaatiagatgtaacatgtaacatiaagaatggeagatgegageagtitigtaa
aaatagigcteataacaaggigpiiiectcetgtactgageeatate gactigcagaaaaccagaagiccteteaaccagcagtoccatt
tccatgiggaagaziiicteiticacaaacticiaageicaccegigeigaggeagtiiticetgalgigeactatgiaaatictacigaagct
gaaaccattttggataacatcactcanageacceaatcatttantgacticactcgagitgtiggtggagaagatgocaaaccaggicaat
tcecttggeagatiottttgaatggtaaagitgatgcaticigtegaggcictatcgtiaatgaaanatggeattgtaactgctgcccact gt
tganactggigitaaaattacagtigicgcaggtgnacataatatigageagacagaacatacagageaaaagegaaatgigattcgaat
tattcctcaccacaactacaatgeagetattaataagtacaaccatgacattgecctictggaactggacgaacecttagtgetanacaget
acgttacacctatttgeattpetgacaaggaatacacgaacateticcteanatttpgatetgpetatgtangtopetgegeangagtetic
cacaangggagatcagetttagticttcagtaccttagagticcacttgttgaccgagecacatgicticgatetacaaagttcaccatctat
aacaacatgttctgtectgecticeatgaageagptagapaticatpteaaggagatagtgeeeaaccccatgttactgaagteoaags
gaccagtitcitaactggaatiattagetggootpaagagiotecatganag geaaatatggantatataccaaggtatceoggtat gic
aactggattaaggananaacaaagcicactageiccageageaaggocectcoocogagoctgoccicoccangoaggrigecigg

goccagtgacacecctatectgectcagiccagetecageaageecccaccocctagectgoctictecticteggotgoctggoecoca
gcgatactecaatictgeccecagicolocageagiaag geicceceiccaleteigecatecoecageagactigocaggocciicigata

cacccatccteccacagteatgageatececgeccee (SEC. CON NUM. DE IDENT.: 30).

En otra modalidad, la secuencia de aminoacidos del Factor IX-(CTP)s (unido al carboxilo terminal)
siguiente secuencia de aminoacidos:

MOQRVNMIMAESPGLITICLLGY LLSAECTVFLDHENANKILNRPKRYNSGKLEEFVQG
NLERECMEEKCSFEEAREVFENTERTTEFWEKQYVDGDQCESNPCLNGGSCKDDINSY
ECWCPFGFEGKNCELDVTCNIKNGRCEQFCENSADNKVVCSCTEGYRLAENQKSCE
PAVPFPCGRVSVSQTSKLTRAEAVFPDVDY VNSTEAETILDNITQSTOSENDFTRVVG
GEDAKPGOFPWOVVLNGKVDAFCGGSIVNEKWIVTAAHCVETGVKITVVAGEHNIE
ETEHTEQEREMNVIRIIPHHNYNAAINKYNHDIALLELDEPLVLNSY VTFICIADKEY TNIF
LKFGSGY VSGWGRVFHEKGRSALVLOYLRVPLYVDRATCLESTKFTTY NMNMFCAGFHE
GGRDSCOQGDSGGPHVTEVEGTSFLTGIISWGEECAMEGKYGIYTEKVSRYVNWIKEKT
KLTSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPOQSSS5KAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQSSSS
KAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQ®** (SEC. CON NUM. DE IDENT.: 3 1).

comprende la

Se describe que la secuencia de acido nucleico que codifica al Factor IX-(CTP)4 (unido al carboxilo terminal)

comprende la siguiente secuencia de acido nucleico:

tctagagtcgaccecgecatgeagegegtgaacatgatcatggeagaatcaccaggectecatcaccatetgecttttaggatatctacte
agtgctgaatgtacagtttttcttgatcatgaanacgecaacaaaatictgaatcggecaaagaggtataattcaggtaaattggaagagtt
tgttcaagggaaccttgagagagaatgtatggaagaanagtgtagttttgaagaageacgagaagtttttgaaaacactgaaagaacaa
ctgaattttggaageagtatgtigatggagatcagtgtgagiccaatccatgtttaaatggeggeagttgeaaggatgacattaattcctat

gaatgttggtgtecctttggatttgaaggaaagaactgtgaattagatgtaacatgtaacattaagaatggcagatgegageagttitgtaa
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aaatagrgcigataacaaggigetitgciccigiactgagagataicgacitgcagaaaaccagaagiceigigaaccageagigecatt
tccatgtgpaagagtiictgittcacaaactictaagetcaccegtgetgagecagttttitcetgatgtogactatetaaatictactgaaget
gcagaccatiiiggataacaicacicagageacceaatcatitaatgacticactcgagiigiiggigeagaagalgecaaaccageicaat
teocttggoaggtigttttgantggtanagttgatgcatictgtggaggctictatcgttaatgaaaaatggatigtaactgetgeccact gtgt
tpasactggtgttasaattacagtiglcgcageteaacataatatigageagacagaacatacagageaaaagezaaatgt gatic gaat
tattcctcaccacaactacaatgoagetatiaatangtacaaccatgacatigeoctictggaactggacgnacecitagigetanacaget
acgttacacctatttgcatigetgacaaggaatacacgaacatcticetcaaatttggatetggotatgtangtggetggggangagtctic
cacaaagegagatcagetttagiicticagtacctiagagiiccactigitgaccgagecacatgicticgatctacaaagitcaccatctat
aacaacatgitcigigctggcticcatgaaggaggtagagaticatgicaaggagatagigggg paccecaigttacigaagiggaage
gaccagittcttaactggaattattagetgeoatpaagastatocantganagecaaatatgpaatatataccaaggtatcecggtatgtc
aactggattaaggasasaacaaageteactagetecageageaappecceetcecce gagectgeectecccaageagetgectgg
gcecteigacaccectatceigecicagiceagetcctetaag gecocaccaceticectgectagoecticaagactgocaggecciag
cgatacaccaattetgececagtectecageageangocteccccacctagectgectictecatcaaggctgectggoccatecgata
coccaatittgecicagageagcictageaaggcacciccooccagictgecctciceaageagactceciggocciicagacacicoe

attctgccacagigatgaggatccgeggecge (SEC. CON NUM. DE IDENT.: 32).

Se describe que la secuencia de aminoacidos del Factor IX-(CTP)4 (unido al carboxilo terminal) comprende la

siguiente secuencia de aminoacidos:
SRVDPAMOQRVNMIMAESPGLITICLLGY LLSAECTVFLDHENANKILNRPKRYNSGEKL
EEFVOQGNLERECMEEKCSFEEAREVFENTERTTEFWEKQYVDGDOQUESNPCLNGGSC
KDDINSYECWCPFGFEGENCELDVTCNIKNGRCEQFCENSADNKVVCSCTEGYRLA
ENQKSCEPAVPFPCGRVSVSOTSKLTRAEAVFPDVDY VNSTEAETILDNITQSTQSEN
DEFTRVVGGEDAKPGOFPWOVVLNGEVDAFCGGSIVNEKWIVTAAHCVETGVEKITVY
AGEHNIEETEHTEQERNVIRIIPHHN Y NAAINKYNHDIALLELDEPLVLNSYVTPICIAD
KEYTNIFLKFGSGY VSGWGRVFHEGRSALVLOYLRVPLYDRATCLRSTKFTIY NNMF
CAGFHEGGRDSCOQGDSGGPHYTEVEGTSFLTGIISWGEECAMEKGEKYGIYTEVSRY VN
WIKEKTELTSSS55KAPPPSLPSPSELPGPSDTPILPQSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPIL
POSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQSSSSKAPPPSLPSFSRLPGPSDTPILPQ*#GSA
A (SEC. CON NUM. DE IDENT.: 33).

Se describe que la secuencia de &cido nucleico que codifica al Factor IX-(CTP)s (unido al carboxilo terminal)
comprende la siguiente secuencia de acido nucleico:

ctagagtcgaccecgecatgeagegegtgaacatgatcatggeagaatcaccaggectcatcaccatctgecttttaggatatetactea
gtoctgaatgtacagttttcttgatcatgaaaacgecaacaaaatictgaatcggecaaagaggtataattcaggtaaattggaagagttt
gltcaagggaaccitgagagagaatglatggaagaaaaglgtagitttgaagaageacgagaagttittgaanacactgaaagaacaac

tgaattitggaageagtatgitgatggagatcagtgtgagtccaatecatgittaaatggeggeagttgeaaggatgacattaattectatg
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aatgttggtgtcectitggatitgaaggaaagaactgtgaattagatgtaacatgtaacattaagaatggeagatgegageagittgtaaa
aatagtlgctgataacanggtggtitpelectgtactgagggatategacttigeagaaaaceagaagtectglgaaccageagtgecattt
ccatglggangagiticigiitcacaaactictaageicacccglgetgaggeagtitiicetgatglggactatgtaaatictactgaagetg
aaaccattttggataacatcactcaaageacccaatcatttaatgacttcactcgagtigtiggtg gagaagatgecaaaccaggicaatic
cettggeaggtigtittgaatggtaaagtiigatgeaticlgtggagecticlategitaatgaaaaatggatigtaactgetgeccactgtette
aaactggigitaaaattacagtigicgeaggtgaacataatattgaggagacagaacatacagageaaaagegaaatgtgattcgaatta
ticcteaccacaactacaatgeagetattaataagtacaaccatgacattgecetictggaactggacgaaccettagtgetaaacageta
cgttacacctattigeattgelgacaaggaatacacgaacatettcetcaaattigpatetgectatgtaagtggelggegaagagtetice
acaaagggagatcagetitagticticagtaccttagagticeactigtigacegagecacatgtcticgatctacaaagticaccatctata
acaacatgtictgtgctgpettecatgaaggagptagagattcatgleaaggagatagtgggggacceeatgttactgaagtggaagge
accagliicttaactggaatiattagetgggetgaagagigigeaatganaggeaaatatggaatatataccaaggtatecegglatgtea
actggattaaggaaaaaacaaagetcactagetccageageaaggeecetcccecgagectgecctccccaageaggetgectggg
cectetgacacceetateetgecteagtecagetectetaaggetecaceacettceetgectageeettcangactgeeaggeectage
gatacaccaattctgecceagtcetccageageaaggeteccecacetagectgectictecateaaggetgectggeccateegatac
cceaatitigecteagageagetctageaaggeacctecceecagictgecctctecaageagacteoctggeecticagacacteeaat
ceteceacagteetetagetetaaagetecaceteecageetgeccageectagtagactecceggacetictgatacececatettgee
ccagtgatgaggatccgeggecge (SEC. CON NUM. DE IDENT.: 34).

Se describe que la secuencia de aminoacidos del Factor IX-(CTP)s (unido al carboxilo terminal) comprende la
5 siguiente secuencia de aminoacidos:

RVDPAMQRVNMIMAESPGLITICLLGYLLSAECTVFLDHENANKILNRPKR YNSGKL
EEFVQGNLERECMEEKCSFEEAREVFENTERTTEFWKQY VDGDQCESNPCLNGGSC
KDDINSYECWCPFGFEGKNCELDVTCNIKNGRCEQFCKNSADNKVVCSCTEGYRLA
ENQKSCEPAVPFPCGRVSVSQTSKLTRAEAVFPDVDY VNSTEAETILDNITQSTQSEN
DEFTRVVGGEDAKPGOQFPWOQVVLNGEVDAFCGGSIVNEKWIVTAAHCVETGVEKITVY
AGEHNIEETEHTEQERNVIRIIPHHNYNAAINKYNHDIALLELDEPLVLNSYVTPICIAD
KEYTNIFLKFGSGYVSGWGRVFHKGRSALVLQYLRVPLVDRATCLRSTKETIYNNMF
CAGFHEGGRDSCQGDSGGPHVTEVEGTSFLTGIISWGEECAMKGKYGIYTKVSRY VN
WIKEKTKLTSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPIL
PQSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQSSSSK
APPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQ**GSAA (SEC. CON NUM. DE IDENT.: 35).

En otra modalidad, puede afiadirse furina a una célula que expresa el factor de coagulacion-CTP de la invencion. Se
10 describe que la furina aumenta la eficiencia de la produccién de un factor de coagulacion-CTP de la invencion en

una célula. En otra modalidad, la furina se cotransfecta con el vector que comprende la secuencia codificante del

factor de coagulacion-CTP de la invencion. En otra modalidad, la furina esta codificada por un vector separado. En

otra modalidad, la furina y un factor de coagulacién-CTP estan codificados por un vector. En otra modalidad, la

secuencia codificante de furina se inserta en pCl-DHFR. En otra modalidad, la secuencia codificante de furina se
15 modifica genéticamente en pCl-dhfr/smal+Notl, Furina/Asisl F.l.+Notl.

La secuencia de acido nucleico que codifica la furina comprende la siguiente secuencia de éacido nucleico:
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tetagagtcgaccocgocatggagetgaggocctggtipctatgggizatageageaacaggaacctiggicctgotageagetgatg
ctcagggecagaaggicticaccaacacgiggactgtecgeatccctggagececagegetgpocaacaptptegcacggaageat
gggttecteaacctgggocagateticggggactattaceactictggeategaggagtgacgaageggtecctgtegecteace gece
gogpeacagecggotgeagageoapccicaagtacagtgectgpaacageaggtygcanagegacgractaaacgggacgtygta
ccaggageccacagaccocaagiiicctcageagigetaccigictggigicactcagegggacctgaatgigaagecggcctggac
gragggcticacagg peacggcatigtgeictecattctggacgatggcatcgagaagaaccacccggacttggeaggeaattatgzat
cctgggpccagtittgatgtcaatgaccaggaccetgaceeccagoctcgetacacacagalzaal gacaacagecacegcacaces
tgtgcgegopangtggctecgptegccaacancggtetctgtggtptagetgtgpectacaacgoccgeatiggagggetecgcaty
ctggatgoegagatpacagatecagtgsagecacgctegctggacctgaaceecaaccacatecacatetacagtgecagetgppg
ccocgaggatgacggcaagacagtggatggeccagoccgoctogocgaggagacciicttccgtgggettagecagggecgagg
gggectgggetecatctitgtetgggecte ggggancggpeece gggaacatgacagetgeaactgegacggetacaccaacagta
tetacacgetplecatcageagegecacgeagitippeaacgtgocgteptacagegagecctpetegtecacactggecacgaccta
cagcagtggeaaccagaatgagaageagatcgtgacgactgacttgcggeagaagtgcacggagtcteacacgggeacctoagect
ctgeceecttageagocggeateatigeteteaceetgpageecaataggaaccteacalggeppeacatgcancacctgptogtaca
gacctcgaagecageccaccicaatgecaacgactgggocaccaatggtgteggocggaaagtgagecactcatatggctacggge
tttggacgeaggcgecatggigrocciggoccagaattggaccacagiggocccccageggaagtycatcate gacatccteaceg
ageccanagacalcggganacggclegagelgcggangaccglgaccgeglgoclgggcgagoeccaaccacalcacteggctgg
ageacgeteaggogeggoteaceotgtectataategeegtggegacctggecatecacctgglcagocccatgggeaccegetoca
coctgotgecagecaggecacatgactacteegeagatggptitaatgactgggccticatgacaactcaticelgggatgaggaleect
ctggcgagtgggtectagagatigaanacaccagegaagecaacaactatgggacgotgaccaaghicaceotegtactetatggeac
cgccoctgaggeectgeccgtacctecaganageagtgectgcaagaceetcacgiccagtcaggectgtatggtetecgaggany
gctictecctgeaccagaagagetglglocageactgocciccaggcticgocccccaaglectegatac geactatageaccgagaat
gacgtggagaccatccgggocagogictgegoceectgecacgectcatgtgecacatgecagggaccggccctgacagactgect
cagelgeeccagocacgecioctiggaceelglggagcagactigelcccggcaangocagageagecgagagiceccgocacag
cagcagecaccicggetgoococggaggtgeaggeegppacaacggcigoggpeagggctoctgeccicacacctgectgaggty
gtggecggecteagetgegeetteategtgetggtettegteactgtettectggteetgeagetgegetetggetttagtttte ggggaat
ganggtotacaccatggaccgtggccteatctectacaagggectgcccectgangectggoaggapgagtpccegtctgacteaga
agaggacgagggecgggecgagaggaccgectitatcaaagaccagagegeectetgaacgeggeege (SEC. CON NUM.
DE IDENT.: 22).

La secuencia de aminoacidos de furina comprende la siguiente secuencia de aminoacidos:
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MELEPWLLWVYVAATGTLYLLAADAQGOQEVFINTWAVRIPGGPAVANSVARKHGFEL
NLGQIFGDY YHFWHRGVTKRSLSPHRPRHSRLOQREPQVOWLEQOVAKRRTEKRDVY
QEPTDPKFPOQOWYLSGVTQRDLNVEKAAWAQGY TGHGIVVSILDDGIEKNHPDLAGN
YDPGASFDVNDQDPDPQPRY TOMNDNRHGTRCAGEV AAVANNGVCGVGYAYNAR
IGGVEMLDGEVTDAVEARSLGLNPNHIHIYSASWGPEDDGKTVDGPARLAEEAFFRG
VEQGRGGLGSIFVWASGNGGREHDSCNCDGY TNSIYTLSISSATQFGNVPWY SEACS
STLATTYSSGNONEKQIVTTDLRQKCTESHTGTSASAPLAAGIALTLEANKNLTWRD
MOHLYVVQTSKPAHLNANDWATNGVGREKVSHSYGYGLLDAGAMYALAQNWTTVA
PORKCIIDILTEFEDIGKRLEVRKTYTACLGEPNHITRLEHAQARLTLSYNRRGDLAIH
LVSPMGTRSTLLAARPHDY SADGEFNDWAFMTTHSWDEDPSGEWVLEIENTSEANNY
GTLTKFTLVLYGTAPEGLPVPPESSGCKTLTSSQACVYVCEEGFSLHQKSCVOQHCPPGE

APQVLDTHYSTENDVETIRASVCAPCHASCATCQGPALTDCLSCPSHASLDPVEQTCS
ROQSOS5RESPPOQOQOPPRLPPEVEAGOQRLREAGLLPSHLPEY Y AGLSCAFIVLVFVTVEFLY
LQLRSGFSFRGVKVYTMDRGLISYKGLPPEAWQEECPSDSEEDEGRGERTAFIKDQSA
L* (SEC. CON NUM. DE IDENT.: 23).

En una modalidad, el término factor de coagulacién incluye ademas un homologo del factor de coagulacién que tiene
actividad coagulante. En algunas modalidades, la homologia de acuerdo con la presente descripcion abarca,
ademas, variantes de delecion, insercién o sustitucion, que incluye una sustitucion de aminoéacidos, de estos y
fragmentos polipeptidicos biolégicamente activos de estos. En una modalidad, la variante comprende sustituciones
conservadoras, o deleciones, inserciones o0 sustituciones que no alteran significativamente la estructura
tridimensional del factor de coagulacion. En otra modalidad, la delecién, insercién o sustitucién no altera la funcion
de interés del factor de coagulacion, que en una modalidad, es la unién a una pareja de union en particular.

En otra modalidad, la descripcion incluye un homélogo de un factor de coagulaciéon que tiene unién funcional. En
otra modalidad, los homélogos, por ejemplo, son polipéptidos que son al menos 70 %, al menos 75 %, al menos 80
%, al menos 85 %, al menos 87 %, al menos 89 %, al menos 91 %, al menos 93 %, al menos 95 %, al menos 96 %,
al menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % homélogos al factor de coagulacién segin se determina mediante
el uso del programa informético BlastP del Centro Nacional para la Informacién Biotecnoldgica (NCBI) mediante el
uso de parametros predeterminados.

En otra modalidad, en la presente se proporciona un polipéptido que consiste en un factor de coagulacion y tres CTP
unidos al carboxilo terminal del factor de coagulacién.

Debe entenderse que las composiciones y los métodos de la presente invencidon que comprenden los elementos o
etapas como se describen en la presente pueden consistir en esos elementos o etapas, o consisten en esos
elementos o etapas. En algunas modalidades, el término "comprender" se refiere a la inclusién del agente activo
indicado, tal como el factor de coagulacién modificado con CTP, asi como a la inclusiéon de otros agentes activos, y
portadores, excipientes, emolientes, estabilizadores farmacéuticamente aceptables, etcétera, como se conocen en la
industria farmacéutica. En algunas modalidades, el término "que consiste esencialmente en" se refiere a una
composicion, cuyo Unico ingrediente activo es el ingrediente activo indicado, sin embargo, pueden incluirse otros
compuestos que son para estabilizar, preservar, etcétera, la formulacion, pero no estan implicados directamente en
el efecto terapéutico del ingrediente activo indicado. En algunas modalidades, el término "que consiste
esencialmente en" puede referirse a componentes que facilitan la liberacion del ingrediente activo. En algunas
modalidades, el término "que consiste" se refiere a una composicion, que contiene el ingrediente activo y un vehiculo
o0 excipiente farmacéuticamente aceptables.

En otra modalidad, la invencién proporciona un polipéptido que consiste en un factor de coagulacién que no tiene
CTP en su amino terminal. En otra modalidad, la invencion proporciona un polipéptido que consiste en un factor de
coagulacién que carece de un CTP en su amino terminal. En otra modalidad, la invencion proporciona un polipéptido
que consiste en un factor de coagulacién que tiene tres CTP en su carboxilo terminal como se describe en la
presente y no tiene CTP en su amino terminal.

En otra modalidad, la presente invencién proporciona un polinucleétido que codifica un polipéptido como se describio
anteriormente.
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En otra modalidad, la presente invencién proporciona ademas una composicion que comprende un vector de
expresion que comprende un polinucledtido que codifica un polipéptido modificado con CTP que consiste en un
polipéptido del factor IX (FIX) y tres péptidos del carboxilo terminal de la gonadotropina (CTP) unidos al carboxilo
terminal de dicho polipéptido del FIX.

En otra modalidad, la presente invencion proporciona ademas un polinucleétido que codifica un polipéptido
modificado con CTP que consiste en un polipéptido del factor Vlla (FVIIa) y tres péptidos del carboxilo terminal de la
gonadotropina (CTP) unidos al carboxilo terminal de dicho polipéptido de FVila.

En una modalidad, la presente invencién proporciona un factor de coagulacién recombinante como se describio
anteriormente. En una modalidad, la presente invencion proporciona un factor de coagulacion modificado
genéticamente como se describi6 anteriormente. En una modalidad, el factor de coagulacion modificado
genéticamente como se describié anteriormente se refiere como un factor de coagulacion modificado con CTP.

En una modalidad, los CTP que se unen al carboxilo terminal del factor de coagulaciéon se unen en tandem al
carboxilo terminal.

En una modalidad, un factor de coagulacion modificado genéticamente como se describe en la presente tiene una
actividad biolégica equivalente o mejorada en comparacion con el factor de coagulacién sin modificacién con CTP.
En otra modalidad, un factor de coagulacion modificado genéticamente como se describe en la presente tiene
medidas farmacolégicas equivalentes o mejoradas en comparacion con el factor de coagulacion sin modificacion con
CTP. En otra modalidad, un factor de coagulacién modificado genéticamente como se describe en la presente tiene
una farmacocinética equivalente o0 mejorada en comparacion con el factor de coagulacion sin modificacion con CTP.
En otra modalidad, un factor de coagulacion modificado genéticamente como se describe en la presente tiene una
farmacodinamica equivalente o0 mejorada en comparacion con el factor de coagulacion sin modificacion con CTP.

En una modalidad, la presente invencion proporciona un factor de coagulacion modificado con CTP para usar en la
prevencion o el tratamiento de un trastorno de coagulacion o de formacion de coagulos. En otra modalidad, la
invencion proporciona un factor de coagulacion modificado con CTP para usar en la prevencion o el tratamiento de
hemofilia en un sujeto, que comprende administrar un factor de coagulacion modificado con CTP de la presente
invencion. En otra modalidad, la invencién proporciona un factor de coagulacién modificado con CTP para usar en la
prevencion y el tratamiento de hemofilia en un sujeto, que comprende administrar al sujeto el factor de coagulacion
modificado con CTP de la presente invencién. En otra modalidad, la invencién proporciona un factor de coagulacién
modificado con CTP para usar en la prevencion o el tratamiento de hemofilia en un sujeto, que comprende
administrar al sujeto por via subcutanea el factor de coagulacién modificado con CTP de la presente invencion. En
otra modalidad, la invencion proporciona un Factor VII modificado con CTP para usar en el tratamiento de la
hemofilia en un sujeto, que comprende administrar un Factor VII modificado con CTP de la presente invencion.

En otra modalidad, la invencién proporciona un Factor IX modificado con CTP para usar en el tratamiento de la
hemofilia en un sujeto, que comprende administrar un Factor IX modificado con CTP de la invencién. En otra
modalidad, la hemofilia es hemofilia B. En otra modalidad, la hemofilia B se conoce como deficiencia del factor IX o
enfermedad de Christmas. En otra modalidad, la hemofilia es hemofilia grave, que en una modalidad, describe la
hemofilia en la cual los niveles del factor de coagulacion son 0-1 %. En otra modalidad, la hemofilia es hemofilia
moderada, que en una modalidad, describe la hemofilia en la cual los niveles del factor de coagulacion son 1-5 %.
En otra modalidad, la hemofilia es hemofilia ligera, que en una modalidad, describe la hemofilia en la cual los niveles
del factor de coagulacion son 5-50 %.

En otra modalidad, la invencion proporciona un factor 1X modificado con CTP (FIX) para usar en la prevencion o el
tratamiento de un trastorno de coagulacién o de formacion de coagulos en un sujeto, que comprende administrar a
dicho sujeto, el polipéptido del FIX modificado con CTP que comprende un polipéptido del FIX y tres péptidos del
carboxilo terminal de la gonadotropina coriénica (CTP) unidos al carboxilo terminal de dicho polipéptido del FIX, para
asi prevenir o tratar un trastorno de coagulacion o de formacién de coagulos en dicho sujeto. En otra modalidad, la
invencion proporciona un Factor VII modificado con CTP (FVII) para usar en la prevencion o el tratamiento de un
trastorno de coagulacion o de formacion de coagulos en un sujeto que comprende administrar a dicho sujeto, un
polipéptido del FVII modificado con CTP que comprende un polipéptido del FVII y tres péptidos del carboxilo terminal
de la gonadotropina coriénica (CTP) unidos al carboxilo terminal de dicho polipéptido del FVII, para asi prevenir o
tratar un trastorno de coagulacion o de formacion de coagulos en dicho sujeto.

En otra modalidad, la invencion proporciona un FIX modificado con CTP para usar en la prevencion o el tratamiento
de hemofilia en un sujeto que comprende administrar a dicho sujeto, el polipéptido del FIX modificado con CTP que
comprende un polipéptido del FIX y tres péptidos del carboxilo terminal de la gonadotropina coriénica (CTP) unidos
al carboxilo terminal de dicho polipéptido del FIX, para asi prevenir o tratar la hemofilia en dicho sujeto. En otra
modalidad, la invencion proporciona un Factor Vila (FVIla) modificado con CTP para usar en la prevencién o el
tratamiento de hemofilia en un sujeto que comprende administrar a dicho sujeto, un polipéptido del FVlla modificado
con CTP que comprende un polipéptido de FVlla y tres péptidos del carboxilo terminal de la gonadotropina coridnica
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(CTP) unidos al carboxilo terminal de dicho polipéptido de FVlla, para asi prevenir o tratar la hemofilia en dicho
sujeto.

La solicitud describe un método para tratar la hemofilia en un sujeto que comprende administrar a dicho sujeto uno o
mas factores de coagulacion modificados con CTP como se describe en la presente. Por lo tanto, la solicitud
describe un método para tratar la hemofilia en un sujeto, que comprende administrar a dicho sujeto, un polipéptido
del factor IX (FIX) modificado con CTP que comprende un polipéptido del FIX y tres péptidos del carboxilo terminal
de la gonadotropina coriénica (CTP) unidos al carboxilo terminal de dicho polipéptido del FIX y un polipéptido del
factor Vlla (FVIla) modificado con CTP que comprende un polipéptido de FVlla y tres péptidos del carboxilo terminal
de la gonadotropina coriénica (CTP) unidos al carboxilo terminal de dicho polipéptido de FVlla, para asi tratar la
hemofilia en dicho sujeto. En una modalidad, el FIX modificado con CTP y el FVlla modificado con CTP se
administran en la misma composiciéon al mismo tiempo. En otra modalidad, el FIX modificado con CTP y el FVila
modificado con CTP se administran en composiciones separadas al mismo tiempo. En otra modalidad, el FIX
modificado con CTP y el FVlla modificado con CTP se administran en composiciones separadas en momentos
diferentes.

En otra modalidad, la invencién proporciona un polipéptido del factor IX modificado con CTP (FIX) o del factor VI
modificado con CTP que comprende un polipéptido del FIX o FVII y tres péptidos del carboxilo terminal de la
gonadotropina coriénica (CTP) unidos al carboxilo terminal del polipéptido de dicho FIX o de dicho FVII para usar en
la prevencion o el tratamiento de la hemofilia en un sujeto, mediante la administraciéon a dicho sujeto, por via
subcutanea o intravenosa, de dicho FIX modificado con CTP o dicho FVII modificado con CTP, para asi prevenir o
tratar la hemofilia en dicho sujeto.

En algunas modalidades, en la presente se proporciona un factor de coagulacion modificado con CTP que
comprende tres péptidos del carboxilo terminal de la gonadotropina coriénica (CTP) unidos al carboxilo terminal de
dicho polipéptido del factor de coagulacion, en donde la secuencia de dicho factor de coagulacién modificado con
CTP se selecciona del grupo que consiste en la sec. con num. de ident.: 25, los aminoacidos 39-528 de la sec. con
nam. de ident.: 25, la sec. con nim. de ident.: 31, o los aminoacidos 47-545 de la sec. con nim. de ident.: 31, para
usar en la prevencion o el tratamiento de la hemofilia en un sujeto.

En una modalidad de la invencioén, se proporciona un Factor VII modificado con CTP o un factor VII activado (FVlla)
modificado con CTP que comprende tres péptidos del carboxilo terminal de la gonadotropina coriénica (CTP) unidos
al carboxilo terminal de dicho polipéptido del FVII para usar en la prevencion o el tratamiento de una hemofilia en un
sujeto mediante la administracion al sujeto, por via subcutanea, de dicho factor VII modificado con CTP o dicho
factor Vlla modificado con CTP, en donde la secuencia de dicho FVII modificado con CTP se selecciona del grupo
gue consiste en la sec. con nim. de ident.: 25 o los aminoacidos 39-528 de la sec. con nim. de ident.: 25.

En otras modalidades, el factor de coagulacion modificado genéticamente es para usar en el tratamiento de
pacientes con hemofilia B. En una modalidad, el factor de coagulacién IX que comprende 3 CTP en tandem en su
carboxilo terminal es para usar en el tratamiento de pacientes con hemofilia B. En otras modalidades, el factor de
coagulacién modificado genéticamente puede reducir la cantidad de infusiones necesarias para un paciente, reducir
las dosis necesarias para un paciente, o una combinacioén de estas.

En una modalidad, el factor de coagulacién IX que comprende 3 CTP en tdndem en su carboxilo terminal muestra un
mejor perfil PK a la vez que mantiene su actividad de coagulacion frente a la cosecha de FIX-CTP-CTP, la cosecha
de FIX-CTP o rhFIX. En una modalidad, el tiempo de vida media de eliminacion de rFIX-CTP3 es de 2,5 a 4 veces
mayor que para rFIX en ratas y en ratones deficientes de FIX. En la presente se describe que la administracion de
rFIX-CTP3 prolongé significativamente el efecto de procoagulacién en ratones deficientes de FIX durante al menos
76 horas después de la dosificacion. En la presente se describe ademas que la administracion de rFIX-CTP3 produjo
un mayor pico de actividad que rFIX en ratones deficientes de FIX. Se describe, ademas, que el factor de
coagulacién IX que comprende 2 CTP en tdndem en su carboxilo terminal muestra un mejor perfil PK a la vez que
mantiene su actividad de coagulacién frente a la cosecha de FIX-CTP o rhFIX y que el factor de coagulacién IX que
comprende 2 CTP en tandem en su carboxilo terminal muestra un aumento de 3 veces en el tiempo de vida media y
un AUC 4,5 veces mayor en comparacion con rhFIX.

En otra modalidad de la invencion, la administracion SC da como resultado una mayor biodisponibilidad del FVII
modificado con CTP en comparacion con el FVII recombinante. Se describe que el tiempo de vida media es mas
prolongado y la biodisponibilidad (AUC SC/AUC IV) es mayor después de la administracién SC de FVIla-CTP3 y 5
en comparacion con la administracion SC de NovoSeven®. Se describe que MOD-5014 y MOD-5019 inyectados por
via subcutdnea muestran una mejor supervivencia de los ratones en comparacion con el FVII recombinante
(NovoSeven®) (véase el Ejemplo 8 mas adelante).

En otra modalidad, los términos "péptido CTP", "péptido del carboxilo terminal" y "secuencia de CTP" se usan
indistintamente en la presente. En otra modalidad, el péptido del carboxilo terminal es un CTP de longitud completa.

En otra modalidad, un péptido sefial puede unirse al amino terminal del CTP, como se describe en el documento US
7,553,940.
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En otras modalidades, el término factor de coagulacion modificado genéticamente se refiere a la secuencia de
aminoacidos de un factor de coagulacion maduro. En otras modalidades, el término factor de coagulacion modificado
genéticamente se refiere a la secuencia de aminoacidos del factor de coagulacién que incluye su secuencia sefial o
péptido sefial.

En otra modalidad, "secuencia sefial" y "péptido sefial" se usan indistintamente en la presente. En otra modalidad,
"secuencia" cuando hace referencia a una molécula polinucleotidica puede referirse a una parte codificante.

En otra modalidad, un factor de coagulacién modificado genéticamente que comprende al menos un CTP como se
describe en la presente tiene una mayor actividad biologica in vivo en comparacion con el mismo factor de
coagulacién sin al menos un CTP. En una modalidad, la actividad biolégica mejorada se deriva del tiempo de vida
media mas prolongado del factor de coagulacion modificado genéticamente a la vez que mantiene al menos alguna
actividad biolégica. En otra modalidad, la actividad biol6gica mejorada se deriva de la actividad biol6gica mejorada
que resulta de la modificacion con CTP. En otra modalidad, la actividad biolégica mejorada se deriva tanto de un
tiempo de vida media mas prolongado como de una mejor funcionalidad del factor de coagulacién modificado con
CTP.

Como se describe en la presente, al menos una secuencia CTP en el extremo carboxilo terminal del factor de
coagulacién proporciona mayor proteccion contra la degradacion de un factor de coagulacion, proporciona mayor
proteccion contra el aclaramiento, proporciona un tiempo de aclaramiento prolongado, aumenta su Cmax, aumenta
su Tmax, y/o prolonga su T%.

En otra modalidad, un factor de coagulacién conjugado de esta invencion se usa de la misma manera que un factor
de coagulacion conjugado no modificado. En otra modalidad, un factor de coagulacion conjugado de esta invencion
tiene un mayor tiempo de vida media en circulacion y tiempo de residencia en el plasma, menor aclaramiento, y una
actividad clinica in vivo aumentada. En otra modalidad, debido a las propiedades mejoradas del factor de
coagulacion conjugado como se describe en la presente, este conjugado se administra menos frecuentemente que
la forma no modificada del mismo factor de coagulacion.

En otra modalidad, una disminucién en la frecuencia de administracién dara como resultado una mejor estrategia de
tratamiento, que en una modalidad, conducira a una mayor satisfaccién del paciente lo que conduce a mejores
resultados del tratamiento, asi como una mejor calidad de vida del paciente. En otra modalidad, en comparacién con
los conjugados convencionales de factores de coagulacién, se ha encontrado que los conjugados que tienen el peso
molecular y la estructura de enlazador de los conjugados de esta invencion tienen una mejor potencia, mejor
estabilidad, elevados niveles de AUC, y mayor tiempo de vida media en circulacién.

En otra modalidad, en la presente se proporciona una composicion que comprende un factor de coagulacion
conjugado de la invencién como se describe en la presente. En otra modalidad, en la presente se proporciona una
composicion farmacéutica que comprende el factor de coagulacién conjugado. En otra modalidad, en la presente se
proporciona una composicion farmacéutica que comprende una cantidad con eficacia terapéutica del factor de
coagulacion conjugado. En una modalidad, una cantidad con eficacia terapéutica de un factor de coagulacién
conjugado se determina de acuerdo con factores como la afeccién especifica que se trata, la afeccion del paciente
gue se trata, asi como los otros ingredientes en la composicion.

En otra modalidad, un factor de coagulacion conjugado de la invencion como se describe en la presente es util en el
tratamiento de sujetos que padecen hemofilia. En otra modalidad, el factor de coagulacion conjugado es Util en la
terapia profilactica de la hemofilia para reducir asi el riesgo de hemorragia y complicaciones asociadas. En otra
modalidad, el factor de coagulacién conjugado es util en el tratamiento de sujetos que padecen de hemofilia a la vez
gue reduce el riesgo de desarrollar anticuerpos inhibitorios contra los factores de coagulacion administrados de
manera exégena. En otra modalidad, el factor de coagulacion conjugado es util en el tratamiento de sujetos que
padecen de hemofilia para inducir asi la homeostasis.

En una modalidad, un factor de coagulacion modificado con CTP de la presente invencion tiene usos terapéuticos.
En otra modalidad, un factor de coagulacién modificado con CTP de la presente invencién tiene usos profilacticos.

En otra modalidad, un factor de coagulacion conjugado de la invencién es util en el tratamiento de sujetos que
padecen de hemorragia excesiva 0 hematomas o que tienen un prolongado tiempo de protrombina (PT) o tiempo de
tromboplastina parcial (PTT). En otra modalidad, un factor de coagulaciéon conjugado de la invencion es (til en el
tratamiento de sujetos que tienen una afeccién adquirida que provoca hemorragias, como la deficiencia de vitamina
K o enfermedad hepatica. En una modalidad, el factor de coagulacién conjugado es Util en el tratamiento de sujetos
que tienen deficiencias en factores de coagulacion que se adquieren (debido a otras enfermedades) o se heredan,
ligeras o graves, permanentes o temporales. En otra modalidad, el factor de coagulacion conjugado es util en el
tratamiento de sujetos que padecen de hemofilia A. En otra modalidad, el factor de coagulacion conjugado es Util en
el tratamiento de sujetos que padecen de hemofilia B. Se describe, ademas, que el factor de coagulacién conjugado
de la invencién es util en el tratamiento de sujetos que tienen deficiencias adquiridas debido a enfermedades
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cronicas, como una enfermedad hepética o cancer; a una afeccion aguda como la coagulacién intravascular
diseminada (DIC), que utiliza factores de coagulaciéon a una velocidad rapida; o a una deficiencia de la vitamina K o
un tratamiento con un antagonista de la vitamina K como la warfarina (la produccion de los factores Il, VII, IX y X
requiere de vitamina K). Se describe, ademas, que un factor de coagulacién conjugado de la invencion es (til en el
tratamiento de sujetos que padecen de una enfermedad que provoca desequilibrios en la coagulacién tales como
pero sin limitarse a: una enfermedad hepatica, uremia, un cancer, un trastorno de la médula ésea, una exposicion al
veneno de serpiente, una deficiencia de vitamina K, una terapia anticoagulante, una ingestion accidental del
anticoagulante warfarina, mdltiples transfusiones de sangre (las unidades almacenadas de sangre pierden algunos
de sus factores de coagulacién), o una combinacién de estos. En otra modalidad, el factor de coagulacion
modificado con CTP puede ser para usar en el tratamiento de la trombosis venosa profunda en un sujeto mediante la
administracion de un factor de coagulacién modificado con CTP de la presente invencion. En una modalidad, la
invencion proporciona un factor de coagulacion modificado con CTP para usar en la prevencion de una hemorragia
no controlada en un sujeto con hemofilia mediante la administracién al sujeto del factor de coagulacion modificado
con CTP. En otra modalidad, la invencién proporciona un factor de coagulacion modificado con CTP para usar en la
prevencion de episodios de hemorragia en un sujeto con hemofilia mediante la administracién al sujeto del factor de
coagulacion modificado con CTP. En otra modalidad, la presente invencién proporciona un factor de coagulacion
modificado con CTP para usar en el control de episodios de hemorragia en un sujeto con hemofilia B (deficiencia
congénita del factor IX).

En otra modalidad, las composiciones y usos médicos descritos en la presente son para el tratamiento de episodios
de hemorragia en pacientes con hemofilia A o B con inhibidores para FVIIl o FIX y en pacientes con hemofilia
adquirida; prevencion de hemorragia en intervenciones quirdrgicas o procedimientos invasivos en pacientes con
hemofilia A o B con inhibidores para FVIIl o FIX y en pacientes con hemofilia adquirida; tratamiento de episodios de
hemorragia en pacientes con deficiencia congénita del FVII y prevencion de hemorragia en intervenciones
quirargicas o procedimientos invasivos en pacientes con deficiencia congénita del FVII. En otra modalidad, las
composiciones descritas en la presente son para usar en el tratamiento o prevencion de hemorragias en los
musculos o hemorragias en las articulaciones o para proporcionar tratamiento terapéutico o profilactico de epistaxis y
hemorragia en las encias, hemorragia de membranas mucosas, o hemorragia en el sistema nervioso central,
proporcionar tratamiento terapéutico o profilactico de hemorragia gastrointestinal o cerebral, proporcionar tratamiento
terapéutico o profilactico de sangrados ligeros de baja frecuencia, proporcionar tratamiento terapéutico o profilactico
de sangrados moderados de baja frecuencia, proporcionar tratamiento terapéutico o profilactico de sangrados ligeros
de alta frecuencia, o proporcionar tratamiento terapéutico o profilactico de sangrados moderados de alta frecuencia.

En una modalidad, las composiciones y usos médicos de la presente invencién proporcionan tratamiento terapéutico
o profilactico de la hemofilia asintoméatica. En otra modalidad, las composiciones y usos de la invencién proporcionan
tratamiento terapéutico o profilactico de la hemofilia ligera a moderada. En otra modalidad, las composiciones y usos
de la invencién proporcionan tratamiento terapéutico o profilactico de la hemofilia grave.

En una modalidad, las composiciones y usos médicos de la presente invencién proporcionan tratamiento terapéutico
o profilactico de la hemorragia, que en una modalidad, es una hemorragia incontrolable y, en otra modalidad,
hemorragia intracerebral. En otra modalidad, las composiciones y usos de la presente invencién proporcionan
tratamiento terapéutico o profilactico de coagulopatias neonatales; enfermedad hepatica grave; procedimientos
quirargicos de alto riesgo; pérdida de sangre por trauma; trasplante de médula 6sea; trombocitopenias y trastornos
de la funcién plaquetaria; reversion urgente de la anticoagulacion oral; deficiencias congénitas de los factores V, VI,
X, y Xl; enfermedad de von Willebrand, o enfermedad de von Willebrand con inhibidores del factor de von
Willebrand.

En una modalidad, un factor de coagulacién modificado con CTP de la invencién es para usar en el tratamiento de la
hemofilia o una enfermedad relacionada como se describe en la presente en un sujeto. En una modalidad, el sujeto
es un ser humano. En otra modalidad, el sujeto es un animal domesticado. En otra modalidad, el sujeto es un
mamifero. En otra modalidad, el sujeto es un animal de granja. En otra modalidad, el sujeto es un mono. En otra
modalidad, el sujeto es un caballo. En otra modalidad, el sujeto es una vaca. En otra modalidad, el sujeto es un
raton. En otra modalidad, el sujeto es una rata. En otra modalidad, el sujeto es un canino. En otra modalidad el
sujeto es un felino. En otra modalidad, el sujeto es bovino, ovino, porcino, equino, murino o cervino. En una
modalidad, el sujeto es macho. En otra modalidad el sujeto es hembra. En una modalidad, el sujeto es un nifio, en
otra modalidad, un adolescente, en otra modalidad, un adulto o, en otra modalidad, un sujeto anciano. En otra
modalidad, el sujeto es un sujeto pediatrico, en otra modalidad, un sujeto geriéatrico.

Un [(CTP)n>1-factor de coagulacién] como se describe en la presente puede comprender un factor de coagulacién
de longitud completa o un fragmento activo de este conectado por medio de un enlace peptidico en su carboxilo
terminal a al menos una unidad de CTP, sin CTP en su amino terminal. Un [(CTP)n>1-factor de coagulacién] como
se describe en la presente puede comprender, ademas, un factor de coagulacion o un fragmento activo de este
conectado por medio de un enlace peptidico a al menos una unidad de CTP que se conecta a una unidad de CTP
adicional por medio de un enlace peptidico sin CTP en su amino terminal. En otra modalidad, una molécula de acido
nucleico codifica un factor de coagulacion modificado genéticamente que comprende al menos un CTP unido a su
extremo C-terminal y sin CTP en su amino terminal.
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En otra modalidad, el CTP se une al factor de coagulaciéon por medio de un enlazador. En otra modalidad, el
enlazador que conecta la secuencia CTP al factor de coagulacion es un enlace covalente. En otra modalidad, el
enlazador que conecta la secuencia CTP al factor de coagulacién es un enlace peptidico. En otra modalidad, el
enlazador que conecta la secuencia CTP al factor de coagulacion es un enlace peptidico sustituido. En otra
modalidad, la secuencia CTP comprende: DPRFQDSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPIL (sec. con nim. de ident.:
1). En otra modalidad, la secuencia CTP comprende: SSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQ (sec. con nim. de
ident.: 2). En otra modalidad, la secuencia CTP comprende una secuencia de aminoacidos seleccionada de las
secuencias expuestas en la sec. con nim. de ident.: 1 y la sec. con nim. de ident.: 2.

En otra modalidad, el péptido del carboxilo terminal (CTP) de la presente invencién comprende la secuencia de
aminoacidos a partir del aminoacido 112 a la posicién 145 de la gonadotropina coriénica humana, como se expone
en la sec. con ndm. de ident.: 1. En otra modalidad, la secuencia CTP de la presente invencion comprende la
secuencia de aminoacidos a partir del aminoacido 118 a la posicion 145 de la gonadotropina coriénica humana,
como se expone en la sec. con nim. de ident.: 2. En otra modalidad, la secuencia CTP ademéas comienza a partir de
cualquier posicion entre las posiciones 112-118 y termina en la posiciéon 145 de la gonadotropina coriénica humana.
En algunas modalidades, la secuencia del péptido CTP es de 28, 29, 30, 31, 32, 33 0 34 aminoacidos de longitud y
comienza en la posicion 112, 113, 114, 115, 116, 117 o 118 de la secuencia de aminoacidos del CTP.

En otra modalidad, el péptido CTP es una variante del CTP de la gonadotropina corionica que difiere del CTP nativo
por 1-5 sustituciones de aminoacidos conservadoras como se describe en la patente de EE.UU. nim. 5,712,122. En
otra modalidad, el péptido CTP es una variante del CTP de la gonadotropina coriénica que difiere del CTP nativo por
1 sustitucién de aminoacidos conservadora. En otra modalidad, el péptido CTP es una variante del CTP de la
gonadotropina coriénica que difiere del CTP nativo por 2 sustituciones de aminoacidos conservadoras. En otra
modalidad, el péptido CTP es una variante del CTP de la gonadotropina coriénica que difiere del CTP nativo por 3
sustituciones de aminodacidos conservadoras. En otra modalidad, el péptido CTP es una variante del CTP de la
gonadotropina coriénica que difiere del CTP nativo por 4 sustituciones de aminoacidos conservadoras. En otra
modalidad, el péptido CTP es una variante del CTP de la gonadotropina corionica que difiere del CTP nativo por 5
sustituciones de aminoéacidos conservadoras.

En otra modalidad, la secuencia de aminoacidos del péptido CTP de la presente invencién es al menos 70 %, o al
menos 80 %, o al menos 90 %, o al menos 95 %, o al menos 98 % homologa a la secuencia de aminoacidos del
CTP nativo o un péptido de este.

En otra modalidad, el polinucleétido que codifica al péptido CTP de la presente invencién es al menos 70 %, o al
menos 80 %, o al menos 90 %, o al menos 95 %, o al menos 98 % homélogo a la secuencia de ADN del CTP nativo
o un fragmento codificante del péptido de esta.

En una modalidad, al menos una de las secuencias de aminoacidos del CTP de la gonadotropina corioénica puede
estar truncada. En otra modalidad, 2 de las secuencias de aminoacidos del CTP de la gonadotropina coriénica estan
truncadas. En otra modalidad, las 3 secuencias de aminoacidos del CTP de la gonadotropina coriénica estan
truncadas. En una modalidad, el CTP truncado comprende los primeros 10 aminoacidos de la sec. con nim. de
ident.: 3. La sec. con num. de ident.: 3 comprende la siguiente secuencia de aminoacidos (AA): SSSSKAPPPSLP.

En una modalidad, el CTP truncado comprende los primeros 10 aminoéacidos de la sec. con nim. de ident.: 4. La
sec. con num. de ident: 4 comprende la siguiente secuencia de aminoacidos (AA):
SSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQ.

En una modalidad, el CTP truncado comprende los primeros 11 aminodacidos de la sec. con nim. de ident.: 4 o los
primeros 12 aminoacidos de la sec. con nim. de ident.: 4. En una modalidad, el CTP truncado comprende los
primeros 8 aminoacidos de la sec. con nim. de ident.: 4 o la sec. con num. de ident.: 3. En una modalidad, el CTP
truncado comprende los primeros 13 amino&cidos de la sec. con nim. de ident.: 4 o los primeros 14 aminoacidos de
la sec. con nim. de ident.: 4. En una modalidad, el CTP truncado comprende los primeros 6 aminoacidos de la sec.
con nim. de ident.: 4 o la sec. con nim. de ident.: 3. En una modalidad, el CTP truncado comprende los primeros 5
aminoécidos de la sec. con num. de ident.: 4 o la sec. con num. de ident.: 3.

En una modalidad, al menos una de las secuencias de aminoacidos del CTP de la gonadotropina coriénica esta
glicosilada. En otra modalidad, 2 de las secuencias de aminoacidos del CTP de la gonadotropina coriénica estan
glicosiladas. En otra modalidad, las 3 secuencias de aminoacidos del CTP de la gonadotropina coridnica estan
glicosiladas.

En una modalidad, la secuencia CTP de la presente invencién comprende al menos un sitio de glicosilacion. En una
modalidad, la secuencia CTP comprende 2 sitios de glicosilacién. En una modalidad, la secuencia CTP comprende 3
sitios de glicosilacion. En una modalidad, la secuencia CTP comprende 4 sitios de glicosilacion. En una modalidad,
una o mas de las secuencias de aminoacidos del CTP de la gonadotropina coridnica estan completamente
glicosiladas. En otra modalidad, una o mas de las secuencias de aminoacidos del CTP de la gonadotropina coriénica
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estan parcialmente glicosiladas. En una modalidad, parcialmente glicosilado indica que uno de los sitios de
glicosilacion del CTP esta glicosilado. En otra modalidad, dos de los sitios de glicosilaciéon del CTP estan
glicosilados. En otra modalidad, tres de los sitios de glicosilacion del CTP estan glicosilados.

En algunas modalidades, la modificacion de la secuencia del CTP es ventajosa porque permite el uso de menores
dosificaciones. En algunas modalidades, la modificacién de la secuencia del CTP es ventajosa porque permite
menos dosificaciones. En algunas modalidades, la modificacion de la secuencia del CTP es ventajosa porque
permite un efecto seguro, de accion prolongada.

En algunas modalidades, "polipéptido", "factor de coagulacion modificado genéticamente" o "proteina” como se usan
en la presente, abarca polipéptidos nativos (productos de degradacion, polipéptidos sintetizados sintéticamente o
polipéptidos recombinantes) y peptidomiméticos (tipicamente, polipéptidos sintetizados sintéticamente), asi como
peptoides y semipeptoides que son analogos de polipéptidos, que tienen, en algunas modalidades, modificaciones
que hacen que los polipéptidos que comprenden un factor de coagulacion sean incluso mas estables mientras estan
en un cuerpo o mas capaces de penetrar a las células.

Como se usa en la presente, los términos "aminoacido” o "secuencia de aminoacidos" se entiende que incluyen los
20 aminoacidos de origen natural; los aminoacidos frecuentemente modificados postraduccionalmente in vivo, que
incluyen, por ejemplo, hidroxiprolina, fosfoserina y fosfotreonina; y otros aminoéacidos inusuales que incluyen, pero
sin limitarse a, acido 2-aminoadipico, hidroxilisina, isodesmosina, nor-valina, nor-leucina y ornitina. En una
modalidad, "aminoacido" incluye D- y L-aminoacidos.

En algunas modalidades, los polipéptidos de la presente invencion se utilizan en agentes terapéuticos que requieren
que los polipéptidos que comprenden un factor de coagulacion estén en una forma soluble. En algunas modalidades,
los polipéptidos de la presente invencion incluyen uno o mas aminodacidos polares naturales o no naturales, que
incluyen pero sin limitarse a serina y treonina que son capaces de aumentar la solubilidad del polipéptido debido a
su cadena lateral que contiene hidroxilo.

En algunas modalidades, los factores de coagulacién modificados genéticamente de la presente invencion se
sintetizan bioquimicamente tal como mediante el uso de técnicas estandar en fase sélida. En algunas modalidades,
estos métodos bioquimicos incluyen sintesis exclusiva en fase soélida, sintesis parcial en fase soélida, condensacion
de fragmentos, o sintesis clasica en solucién.

En algunas modalidades, se usan técnicas de proteinas recombinantes para generar los factores de coagulacion
modificados genéticamente de la presente invencion. En algunas modalidades, se usan técnicas de proteinas
recombinantes para la generaciéon de polipéptidos relativamente largos (por ejemplo, mas largos que 18-25
aminoacidos). En algunas modalidades, se usan técnicas de proteinas recombinantes para la generacion de
grandes cantidades de los factores de coagulacién modificados genéticamente de la presente invencion. En algunas
modalidades, las técnicas recombinantes se describen por Bitter y otros, (1987) Methods in Enzymol. 153:516-
544, Studier y otros (1990) Methods in Enzymol. 185:60-89, Brisson y otros (1984) Nature 310:511-514, Takamatsu y
otros (1987) EMBO J. 6:307-311, Coruzzi y otros (1984) EMBO J. 3:1671-1680 y Brogli y otros, (1984) Science
224:838-843, Gurley y otros (1986) Mol. Cell. Biol. 6:559-565 y Weissbach y Weissbach, 1988, Methods for Plant
Molecular Biology, Academic Press, NY, Seccion VI, pp 421-463.

En una modalidad, la invencién proporciona una molécula polinucleotidica que consiste en la porcion codificante de
un gen que codifica un polipéptido que comprende un factor de coagulacion y péptidos del carboxilo terminal de la
gonadotropina unidos al carboxilo terminal del factor de coagulacién, como se describié anteriormente.

En una modalidad, la invencién proporciona un polinucleétido que codifica un polipéptido que consiste en un factor
de coagulacion y tres péptidos del carboxilo terminal de la gonadotropina unidos al carboxilo terminal del factor de
coagulacion, como se describi6 anteriormente. En una modalidad, el polinucleétido es una secuencia de
polinucleétido. En una modalidad, el polinucleétido es una molécula polinucleotidica.

En la presente se describe un vector de expresion que comprende una molécula polinucleotidica. El vector de
expresion puede comprender un polinucleétido que codifica un polipéptido modificado con CTP que consiste en un
polipéptido del factor IX (FIX) y tres péptidos del carboxilo terminal de la gonadotropina (CTP) unidos al carboxilo
terminal de dicho polipéptido del FIX. El vector de expresién puede comprender un polinucleétido que codifica un
polipéptido modificado con CTP que consiste en un polipéptido del factor Vila (FVlla) y tres péptidos del carboxilo
terminal de la gonadotropina (CTP) unidos al carboxilo terminal de dicho polipéptido de FVila.

Se describe, ademas, una célula que comprende el vector de expresion como se describe en la presente. La célula
puede comprender un vector de expresion que comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido modificado
con CTP que consiste en un polipéptido del factor IX (FIX) y tres péptidos del carboxilo terminal de la gonadotropina
(CTP) unidos al carboxilo terminal de dicho polipéptido del FIX. La célula puede comprender un vector de expresion
que comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido modificado con CTP que consiste en un polipéptido del
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factor Vlla (FVIlla) y tres péptidos del carboxilo terminal de la gonadotropina (CTP) unidos al carboxilo terminal de
dicho polipéptido de FVila.

Se describe, ademds, una composicién que comprende el vector de expresién descrito en la presente. La
composicion puede comprender un vector de expresion que comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido
modificado con CTP que consiste en un polipéptido del factor IX (FIX) y tres péptidos del carboxilo terminal de la
gonadotropina (CTP) unidos al carboxilo terminal de dicho polipéptido del FIX. La composicion puede comprender un
vector de expresion que comprende un polinucleétido que codifica un polipéptido modificado con CTP que consiste
en un polipéptido del factor Vlla (FVIla) y tres péptidos del carboxilo terminal de la gonadotropina (CTP) unidos al
carboxilo terminal de dicho polipéptido de FVlla.

También se describe una composicion que comprende la célula como se describe en la presente. La célula puede
ser una célula eucariota, o una célula procariota.

En otra modalidad, la invencién proporciona un método para producir un polipéptido del factor IX (FIX) modificado
con CTP, que comprende la etapa de unir tres péptidos del carboxilo terminal de la gonadotropina coriénica (CTP) al
carboxilo terminal de dicho polipéptido del FIX, para producir asi un polipéptido del FIX modificado con CTP. En otra
modalidad, la invencion proporciona un método para producir un polipéptido del factor Vila (FVlla) modificado con
CTP, que comprende la etapa de unir tres péptidos del carboxilo terminal de la gonadotropina coriénica (CTP) al
carboxilo terminal de dicho polipéptido de FVIla, para producir asi un polipéptido del FVlla modificado con CTP.

En otra modalidad, los factores de coagulacion modificados genéticamente de la presente invencion pueden
sintetizarse mediante el uso de una molécula polinucleotidica que codifica un polipéptido de la presente invencion.
En algunas modalidades, la molécula polinucleotidica que codifica al factor de coagulacion modificado
genéticamente se liga a un vector de expresion, que comprende un control de la transcripcién de una secuencia
reguladora en cis (por ejemplo, secuencia promotora). En algunas modalidades, la secuencia reguladora en cis es
adecuada para dirigir la expresion constitutiva de un factor de coagulacion modificado genéticamente, o para dirigir
la expresion con especificidad tisular, o para dirigir la expresion inducible de los factores de coagulacién modificados
genéticamente de la presente invencién como se describe en la presente.

Los promotores de especificidad tisular, adecuados para usar con la presente invencion, incluyen secuencias que
son funcionales en una o0 mas poblaciones celulares especificas. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a,
promotores tales como el de la albumina que es especifico del higado [Pinkert y otros, (1987) Genes Dev. 1:268-
277], promotores especificos de tejido linfoide [Calame y otros, (1988) Adv. Immunol. 43:235-275]; en particular
promotores de receptores de células T [Winoto y otros, (1989) EMBO J. 8:729-733] e inmunoglobulinas; [Banerji y
otros (1983) Cell 33729-740], promotores especificos de neuronas tal como el promotor de neurofilamentos [Byrne y
otros (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. Estados Unidos 86:5473-5477], promotores especificos de pancreas [Edlunch y
otros (1985) Science 230:912-916] o promotores especificos de glandulas mamarias tal como el promotor del suero
de leche (patente de EE.UU. nim. 4,873,316 y publicacion de patente europea num. 264,166). Los promotores
inducibles adecuados para usar con la presente invencidn incluyen, por ejemplo, el promotor inducible por
tetraciclina (Srour, M.A., y otros, 2003. Thromb. Haemost. 90: 398-405).

En una modalidad, la frase "una molécula polinuclectidica" se refiere a una secuencia de acido nucleico
monocatenario o bicatenario que se aisla y se proporciona en la forma de una secuencia de ARN, una secuencia de
polinucleétido complementaria (ADNc), una secuencia de polinucledtido genémica y/o una secuencia de
polinucleétido compuesta (por ejemplo, una combinacion de lo anterior).

En una modalidad, después de la expresion y la secrecion, los péptidos sefial se escinden de los factores de
coagulacion modificados genéticamente precursores lo que resulta en los factores de coagulacién modificados
genéticamente maduros.

En algunas modalidades, los polinucleétidos de la presente invencion pueden prepararse mediante el uso de
técnicas de PCR, o cualquier otro método o procedimiento conocido por un experto en la técnica. En algunas
modalidades, el procedimiento implica la ligadura de dos secuencias de ADN diferentes (véase, por ejemplo,
"Current Protocols in Molecular Biology", eds. Ausubel y otros, John Wiley & Sons, 1992).

En una modalidad, los polinucleétidos que codifican los factores de coagulacion modificados genéticamente se
insertan en los vectores de expresion (es decir, una construcciéon de acido nucleico) para permitir la expresién del
polipéptido recombinante. En una modalidad, el vector de expresion incluye secuencias adicionales que hacen que
este vector sea adecuado para la replicacion y la integracion en procariotas. En otra modalidad, el vector de
expresion incluye secuencias adicionales que hacen que este vector sea adecuado para la replicacion y la
integracion en eucariotas. En una modalidad, el vector de expresion incluye un vector lanzadera que hace que este
vector sea adecuado para la replicacién y la integraciéon en procariotas y eucariotas. En algunas modalidades, los
vectores de clonacion comprenden secuencias de iniciacion de la transcripcion y la traduccion (por ejemplo,
promotores, potenciadores) y terminadores de la transcripcion y la traduccion (por ejemplo, sefales de
poliadenilacion).
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Puede usarse una variedad de células procariotas o eucariotas como sistemas de expresion en un huésped para
expresar los factores de coagulacion de la presente invencion. Estas incluyen, pero no se limitan a,
microorganismos, tales como bacterias transformadas con un ADN de bacteri6fago recombinante, ADN plasmidico o
vector de expresion de ADN cosmido que contiene la secuencia codificante del polipéptido; levadura transformada
con vectores de expresion recombinante en levaduras que contienen la secuencia codificante del polipéptido;
sistemas de células vegetales infectadas con vectores de expresion recombinantes en virus (por ejemplo, virus del
mosaico de la coliflor, CaMV; virus del mosaico del tabaco, TMV) o transformadas con vectores de expresion
plasmidicos recombinantes, como el plasmido Ti, que contiene la secuencia codificante del polipéptido.

En algunas modalidades, se usan sistemas de expresion no bacterianos (por ejemplo sistemas de expresion en
mamiferos, como las células CHO) para expresar los factores de coagulacion de la presente invencion. En una
modalidad, el vector de expresion usado para expresar los polinucleétidos de la presente invencién en células de
mamifero es el vector pCI-DHFR que comprende un promotor de CMV y un gen de resistencia a la neomicina. La
construccion del vector pCl-dhfr se describe, de acuerdo con una modalidad, en el ejemplo 1.

En los sistemas bacterianos puede seleccionarse ventajosamente una serie de vectores de expresion en
dependencia del uso previsto para el polipéptido expresado. En una modalidad, se desean grandes cantidades de
polipéptido. Pueden ser convenientes los vectores que dirigen la expresién de altos niveles del producto proteico,
posiblemente como una fusién con una secuencia sefial hidrofébica, que dirige el producto expresado hacia el
periplasma de las bacterias o el medio de cultivo donde el producto proteico se purifica facilimente. Ciertas proteinas
de fusion se modifican genéticamente con un sitio de escision especifico para ayudar a recuperar el polipéptido. Los
vectores que pueden adaptarse a dicha manipulacién incluyen, pero no se limitan a, la serie pET de los vectores de
expresion de E. coli [Studier y otros, Methods in Enzymol. 185:60-89 (1990)].

En una modalidad, se usan sistemas de expresion en levaduras. Una serie de vectores que contienen promotores
constitutivos o inducibles puede usarse en levaduras como se describe en la solicitud de patente de EE.UU. nim.:
5,932,447. También pueden usarse los vectores que promueven la integracién de secuencias de ADN foraneo en el
cromosoma de levadura.

El vector de expresion puede incluir, ademas, secuencias de polinucleétidos adicionales que permiten, por ejemplo,
la traduccion de numerosas proteinas a partir de un Unico ARNm tal como un sitio interno de entrada al ribosoma
(IRES) y secuencias para la integracion gendémica del promotor-polipéptido quimérico.

Los vectores de expresién adecuados para mamiferos incluyen, pero no se limitan a, pcDNA3, pcDNA3.1(+/-), pGL3,
pZeoSV2(+/-), pSecTag2, pDisplay, pEF/myc/cyto, pCMV/myc/cyto, pCR3.1, pSinRep5, DH26S, DHBB, pNMT1,
pNMT41, pNMT81, que estan disponibles de Invitrogen, pCl que esta disponible de Promega, pMbac, pPbac, pBK-
RSV y pBK-CMV que estan disponibles de Strategene, pTRES que esta disponible de Clontech, y sus derivados.

En la presente invencion se usan vectores de expresion que contienen elementos reguladores de virus de eucariotas
tal como los retrovirus. Los vectores de SV40 incluyen pSVT7 y pMT2. Se describe, ademas, que los vectores
derivados del virus de papiloma bovino incluyen pBV-1MTHA, y los vectores derivados del virus de Epstein Bar
incluyen pHEBO y p205. Otros vectores ilustrativos incluyen pMSG, pAV009/A+, pMT010/A+, pMAMneo-5, pDSVE
de baculovirus, y cualquier otro vector que permita la expresion de proteinas bajo la direccién del promotor temprano
de SV-40, promotor tardio de SV-40, promotor de metalotioneina, promotor del virus de tumor mamario murino,
promotor del virus del sarcoma de Rous, promotor de la polihedrina, u otros promotores que han demostrado su
eficacia para la expresion en células eucariotas.

En algunas modalidades, los vectores virales recombinantes son Utiles para la expresion in vivo de los factores de
coagulacion de la presente invencion ya que ofrecen ventajas tales como la infeccion lateral y la especificidad
dirigida. En una modalidad, los vectores virales se producen de manera que no son capaces de propagarse
lateralmente; esta caracteristica puede ser util si el proposito deseado es introducir un gen especifico solamente en
un ndmero localizado de células diana.

Pueden usarse diversos métodos para introducir el vector de expresion a las células. Dichos métodos se describen
generalmente en Sambrook y otros, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Cold Springs Harbor Laboratory,
Nueva York (1989, 1992), en Ausubel y otros, Current Protocols in Molecular Biology, John Wiley and Sons,
Baltimore, Md. (1989), Chang y otros, Somatic Gene Therapy, CRC Press, Ann Arbor, Mich. (1995), Vega y otros,
Gene Targeting, CRC Press, Ann Arbor Mich. (1995), Vectors: A Survey of Molecular Cloning Vectors and Their
Uses, Butterworths, Boston Mass. (1988) y Gilboa y otros [Biotechniques 4 (6): 504-512, 1986] e incluyen, por
ejemplo, transfeccion estable o transitoria, lipofeccion, electroporacién e infeccibn con vectores virales
recombinantes. Ademas, véase las patentes de EE.UU. nims. 5,464,764 y 5,487,992 para los métodos de seleccion
positiva-negativa.

Se apreciara que aparte de contener los elementos necesarios para la transcripcién y la traduccién de la secuencia
codificante insertada (que codifica al polipéptido), la construccion de expresion de la presente invenciéon puede
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incluir, ademas, secuencias modificadas genéticamente para optimizar la estabilidad, la produccion, la purificacién, el
rendimiento o la actividad del polipéptido expresado.

En algunas modalidades, las células transformadas se cultivan en condiciones eficaces, que permitan la expresion
de grandes cantidades de factores de coagulacion recombinantes modificados genéticamente. En algunas
modalidades, las condiciones de cultivo eficaces incluyen, pero no se limitan a, medios eficaces, condiciones del
biorreactor, temperatura, pH y oxigeno que permitan la produccion de proteinas. En una modalidad, un medio eficaz
se refiere a cualquier medio en el cual se cultiva una célula para producir el polipéptido recombinante de la presente
invencién. En algunas modalidades, un medio tipicamente incluye una solucidon acuosa que tiene fuentes de
carbono, nitrégeno y fosfato asimilables, y sales, minerales, metales y otros nutrientes adecuados, como las
vitaminas. En algunas modalidades, las células pueden cultivarse en biorreactores de fermentacion convencionales,
matraces de agitacion, tubos de ensayo, placas de microtitulacion y placas Petri. En algunas modalidades, el cultivo
se lleva a cabo a una temperatura, pH y contenido de oxigeno adecuados para una célula recombinante. La
determinacion de las condiciones de cultivo esta dentro de la experiencia de un experto en la técnica.

En dependencia del sistema de vector y huésped usado para la produccién, los factores de coagulacion modificados
genéticamente resultantes de la presente invencién lo mismo permanecen dentro de la célula recombinante, se
secretan hacia el medio de fermentacién, se secretan hacia un espacio entre dos membranas celulares, tal como el
espacio periplasmatico en E. coli; o son retenidos en la superficie externa de una membrana celular o viral.

En una modalidad, después de un tiempo predeterminado en cultivo, se lleva a cabo la recuperacion del factor de
coagulacién recombinante modificado genéticamente. La frase "recuperar el factor de coagulacion recombinante
modificado genéticamente” que se usa en la presente puede referirse a recolectar todo el medio de fermentacion
que contiene el polipéptido y no necesariamente implica etapas adicionales de separacion o purificacién.

En una modalidad, los factores de coagulacién modificados genéticamente de la presente invencion se purifican
mediante el uso de una variedad de técnicas estandar de purificacion de proteinas, tales como, pero sin limitarse a,
cromatografia de afinidad, cromatografia de intercambio i6nico, filtracion, electroforesis, cromatografia por
interacciones hidrofébicas, cromatografia de filtracion en gel, cromatografia de fase inversa, cromatografia con
concanavalina A, cromatoenfoque y solubilizacién diferencial.

En una modalidad, para facilitar la recuperacién, la secuencia codificante expresada puede modificarse
genéticamente para codificar el factor de coagulacion modificado genéticamente de la presente invencién y un resto
escindible fusionado. En una modalidad, una proteina de fusiéon puede disefiarse de manera que el polipéptido se
pueda aislar facilmente mediante cromatografia de afinidad; por ejemplo, mediante inmovilizacién en una columna
especifica para el resto escindible. En una modalidad, un sitio de escision se modifica genéticamente entre el factor
de coagulacion modificado genéticamente y el resto escindible y el polipéptido puede liberarse de la columna
cromatografica mediante el tratamiento con una enzima o agente adecuados que escindan especificamente la
proteina de fusion en este sitio [por ejemplo, véase Booth y otros, Immunol. Lett. 19:65-70 (1988); y Gardella y otros,
J. Biol. Chem. 265:15854-15859 (1990)].

En una modalidad, el factor de coagulacion modificado genéticamente de la presente invencion se recupera en una
forma "sustancialmente pura'. En una modalidad, la frase "sustancialmente pura" se refiere a una pureza que
permite el uso eficaz de la proteina en las aplicaciones descritas en la presente.

En una modalidad, el factor de coagulacion modificado genéticamente de la presente invencién puede sintetizarse,
ademas, mediante el uso de sistemas de expresion in vitro. En una modalidad, los métodos de sintesis in vitro se
conocen bien en la técnica y los componentes del sistema estan disponibles comercialmente.

En algunas modalidades, los factores de coagulacidon recombinantes modificados genéticamente se sintetizan y
purifican; su eficacia terapéutica puede analizarse in vivo o0 in vitro. En una modalidad, las actividades de union de
los factores de coagulacion recombinantes modificados genéticamente de la presente invencion pueden
determinarse mediante el uso de diversos ensayos como conoce el experto en la técnica.

En la presente se describe que el factor de coagulacién modificado genéticamente de la presente invencién puede
proporcionarse al individuo per se. En una modalidad, el factor de coagulacién modificado genéticamente de la
presente invenciéon puede proporcionarse al individuo como parte de una composicién farmacéutica donde se
mezcla con un portador farmacéuticamente aceptable.

En otra modalidad, una "composicién farmacéutica" se refiere a una preparacién de uno o mas de los ingredientes
activos descritos en la presente con otros componentes quimicos como los portadores y excipientes fisiol6gicamente
adecuados. El propésito de una composicion farmacéutica es facilitar la administraciéon de un compuesto a un
organismo.

En otra modalidad, "ingrediente activo" se refiere a la secuencia polipeptidica de interés, que es responsable del
efecto biolégico.
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La descripcion proporciona preparaciones combinadas donde "una preparacién combinada” define especialmente un
"estuche de partes" en el sentido de que las parejas de combinacién como se definié anteriormente pueden
dosificarse independientemente o mediante el uso de diferentes combinaciones fijas con cantidades caracteristicas
de las parejas de combinacion, es decir, de manera simultanea, concurrente, separada o secuencial. Las partes del
estuche de partes pueden administrarse después, por ejemplo, simultanea o cronolégicamente escalonadas, o sea,
en puntos de tiempo diferentes y con intervalos de tiempo iguales o diferentes para cualquier parte del estuche de
partes. La relacién de las cantidades totales de las parejas de combinacién puede administrarse en la preparacién
combinada. La preparacion combinada puede variarse, por ejemplo, para hacer frente a las necesidades de una
subpoblacién de pacientes que se va a tratar o a las necesidades del paciente individual en el cual las diferentes
necesidades pueden deberse a una enfermedad en particular, a la severidad de una enfermedad, la edad, el sexo, o
el peso corporal como puede realizar facilmente un experto en la técnica.

En otra modalidad, las frases "portador fisiolégicamente aceptable” y "portador farmacéuticamente aceptable” que se
usan indistintamente se refieren a un portador o un diluyente que no provoca una irritacién significativa a un
organismo y no anula la actividad biolégica ni las propiedades del compuesto administrado. En estas frases se
incluye un adyuvante. En una modalidad, uno de los ingredientes incluidos en el portador farmacéuticamente
aceptable puede ser por ejemplo polietilenglicol (PEG), un polimero biocompatible con un amplio intervalo de
solubilidad tanto en medios organicos como acuosos (Mutter y otros (1979)).

En otra modalidad, "excipiente” se refiere a una sustancia inerte que se afiade a una composicion farmacéutica para
facilitar adicionalmente la administracion de un ingrediente activo. En una modalidad, los excipientes incluyen
carbonato de calcio, fosfato de calcio, diversos azucares y tipos de almidén, derivados celuldsicos, gelatina, aceites
vegetales y polietilenglicoles.

Las técnicas para la formulacion y la administracion de farmacos se encuentran en "Remington's Pharmaceutical
Sciences," Mack Publishing Co., Easton, PA, Gltima edicion.

Esta invencion contempla varias modalidades de los intervalos de dosificacion. La dosificacion del factor de
coagulacién modificado genéticamente de la presente invencién, en una modalidad, esta en el intervalo de 0,005-
100 mg/dia. En otra modalidad, la dosificacion esta en el intervalo de 0,005-5 mg/dia. En otra modalidad, la
dosificacién esta en el intervalo de 0,01-50 mg/dia. En otra modalidad, la dosificacién esta en el intervalo de 0,1-20
mg/dia. En otra modalidad, la dosificacion esta en el intervalo de 0,1-10 mg/dia. En otra modalidad, la dosificacion
esta en el intervalo de 0,01-5 mg/dia. En otra modalidad, la dosificacién esta en el intervalo de 0,001-0,01 mg/dia.
En otra modalidad, la dosificacion esta en el intervalo de 0,001-0,1 mg/dia. En otra modalidad, la dosificacion esta en
el intervalo de 0,1-5 mg/dia. En otra modalidad, la dosificacién esta en el intervalo de 0,5-50 mg/dia. En otra
modalidad, la dosificacién estd en el intervalo de 0,2-15 mg/dia. En otra modalidad, la dosificacion esta en el
intervalo de 0,8-65 mg/dia. En otra modalidad, la dosificacion esta en el intervalo de 1-50 mg/dia. En otra modalidad,
la dosificacién esta en el intervalo de 5-10 mg/dia. En otra modalidad, la dosificaciéon esta en el intervalo de 8-15
mg/dia. En otra modalidad, la dosificacion esta en un intervalo de 10-20 mg/dia. En otra modalidad, la dosificacién
esta en el intervalo de 20-40 mg/dia. En otra modalidad, la dosificacion esta en un intervalo de 60-120 mg/dia. En
otra modalidad, la dosificaciéon esta en el intervalo de 12-40 mg/dia. En otra modalidad, la dosificacion esta en el
intervalo de 40-60 mg/dia. En otra modalidad, la dosificacién estd en un intervalo de 50-100 mg/dia. En otra
modalidad, la dosificacion esta en un intervalo de 1-60 mg/dia. En otra modalidad, la dosificacion esta en el intervalo
de 15-25 mg/dia. En otra modalidad, la dosificacion esta en el intervalo de 5-10 mg/dia. En otra modalidad, la
dosificacion esta en el intervalo de 55-65 mg/dia.

En otra modalidad, la dosificacion esta en un intervalo de 50-500 mg/dia. En otra modalidad, la dosificacion esta en
un intervalo de 50-150 mg/dia. En otra modalidad, la dosificacion esta en un intervalo de 100-200 mg/dia. En otra
modalidad, la dosificacion esta en un intervalo de 150-250 mg/dia. En otra modalidad, la dosificacion esta en un
intervalo de 200-300 mg/dia. En otra modalidad, la dosificacién esta en un intervalo de 250-400 mg/dia. En otra
modalidad, la dosificacion esta en un intervalo de 300-500 mg/dia. En otra modalidad, la dosificacion esta en un
intervalo de 350-500 mg/dia.

En una modalidad, la dosificacién es 20 mg/dia. En una modalidad, la dosificacion es 30 mg/dia. En una modalidad,
la dosificacion es 40 mg/dia. En una modalidad, la dosificacion es 50 mg/dia. En una modalidad, la dosificacion es
0,01 mg/dia. En otra modalidad, la dosificacién es 0,1 mg/dia. En otra modalidad, la dosificacién es 1 mg/dia. En otra
modalidad, la dosificacion es 0,530 mg/dia. En otra modalidad, la dosificacion es 0,05 mg/dia. En otra modalidad, la
dosificacién es 50 mg/dia. En otra modalidad, la dosificacion es 10 mg/dia. En otra modalidad, la dosificacién es 20-
70 mg/dia. En otra modalidad, la dosificacién es 5 mg/dia.

En una modalidad, la dosificacion del factor de coagulacién modificado con CTP es 1-5 mg/dia. En una modalidad, la
dosificacién del factor de coagulacién modificado con CTP es 1-3 mg/dia. En otra modalidad, la dosificacién del
factor de coagulacién modificado con CTP es 2 mg/dia.

En otra modalidad, la dosificacién es 1-90 mg/dia. En otra modalidad, la dosificacion es 1-90 mg/2 dias. En otra
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modalidad, la dosificacion es 1-90 mg/3 dias. En otra modalidad, la dosificacion es 1-90 mg/4 dias. En otra
modalidad, la dosificacion es 1-90 mg/5 dias. En otra modalidad, la dosificacion es 1-90 mg/6 dias. En otra
modalidad, la dosificacion es 1-90 mg/semana. En otra modalidad, la dosificacién es 1-90 mg/9 dias. En otra
modalidad, la dosificacién es 1-90 mg/11 dias. En otra modalidad, la dosificacion es 1-90 mg/14 dias.

En otra modalidad, la dosificacién del factor de coagulaciéon es 10-50 mg/dia. En otra modalidad, la dosificacion es
10-50 mg/2 dias. En otra modalidad, la dosificacion es 10-50 mg/3 dias. En otra modalidad, la dosificacion es 10-50
mg/4 dias. En otra modalidad, la dosificacion es 10-50 microgramos mg/5 dias. En otra modalidad, la dosificacion es
10-50 mg/6 dias. En otra modalidad, la dosificacién es 10-50 mg/semana. En otra modalidad, la dosificacion es 10-
50 mg/9 dias. En otra modalidad, la dosificacion es 10-50 mg/11 dias. En otra modalidad, la dosificacion es 10-50
mg/14 dias.

En otra modalidad, un polipéptido que comprende el factor de coagulacién modificado con CTP de la presente
invencion se formula en una forma de dosificacion intranasal. En otra modalidad, un polipéptido que comprende el
factor de coagulacién modificado con CTP se formula en una forma de dosificacion inyectable. En otra modalidad, un
polipéptido que comprende el factor de coagulacion modificado con CTP se administra a un sujeto en una dosis en
el intervalo de 0,0001 mg a 0,6 mg. En otra modalidad, un polipéptido que comprende el factor de coagulacion
modificado con CTP se administra a un sujeto en una dosis en el intervalo de 0,001 mg a 0,005 mg. En otra
modalidad, un polipéptido que comprende el factor de coagulacién modificado con CTP se administra a un sujeto en
una dosis en el intervalo de 0,005 mg a 0,01 mg. En otra modalidad, un polipéptido que comprende el factor de
coagulacion modificado con CTP se administra a un sujeto en una dosis en el intervalo de 0,01 mg a 0,3 mg. En otra
modalidad, un polipéptido que comprende el factor de coagulacién modificado con CTP se administra a un sujeto en
una dosis en el intervalo de 0,2 mg a 0,6 mg. En otra modalidad, el factor de coagulacion estéa libre de CTP en su
amino terminal.

Se describe que un polipéptido que comprende el factor de coagulacién modificado con CTP de la presente
invencion se administra a un sujeto en una dosis en el intervalo de 1-100 microgramos, o en una dosis en el intervalo
de 10-80 microgramos, o en una dosis en el intervalo de 20-60 microgramos, o en una dosis en el intervalo de 10-50
microgramos, o en una dosis en el intervalo de 40-80 microgramos, 0 en una dosis en el intervalo de 10-30
microgramos, o en una dosis en el intervalo de 30-60 microgramos.

En otra modalidad, un polipéptido que comprende el factor de coagulacion modificado con CTP de la presente
invencién se administra a un sujeto en una dosis en el intervalo de 0,2 mg a 2 mg, 0 en una dosis en el intervalo de 2
mg a 6 mg, o en una dosis en el intervalo de 4 mg a 10 mg, o en una dosis en el intervalo de 5 mg y 15 mg.

En una modalidad, la dosificacion del FIX modificado con CTP comprende el 50 % de la cantidad de FIX
administrado en la dosificacion recomendada del FIX recombinante (por ejemplo, Benefix®, Wyeth o Mononine®,
CSL Behring) a los pacientes durante el mismo periodo de tiempo. En otra modalidad, la dosificacion del FVila
modificado con CTP comprende el 50 % de la cantidad de FVlla administrado en la dosificacién recomendada del
FVlla recombinante (por ejemplo, NovoSeven®) a los pacientes durante el mismo periodo de tiempo. En otra
modalidad, la dosificacién del FVII modificado con CTP comprende el 50 % de la cantidad de FVII administrado en la
dosificacién recomendada del FVII recombinante a los pacientes durante el mismo periodo de tiempo. Por ejemplo,
si NovoSeven® se administra a una dosis de 90 mcg/kg cada dos horas a un paciente pre- o postoperativamente (es
decir, 7,65 mg cada dos horas o0 45,9 mg en seis dosis en un periodo de 12 horas, para un paciente de 85 kg), un
factor de coagulacion modificado con CTP de la presente invencién puede administrarse a una dosis que es el 50 %
de la dosis de FVlla recombinante en 12 horas de un paciente (es decir, a una dosis de 23 mg administrados una
vez en un periodo de 12 horas).

En otra modalidad, la dosificacién del factor de coagulacién modificado con CTP es de manera que contiene el 45 %
de la cantidad del factor de coagulaciéon que se administra cuando se usa el factor de coagulacion sin modificacion
con CTP. En otra modalidad, la dosificacion del factor de coagulacion modificado con CTP es de manera que
contiene el 10 % de la cantidad del factor de coagulacion que se administra cuando se usa el factor de coagulacién
sin modificacion con CTP. En otra modalidad, la dosificacion del factor de coagulacién modificado con CTP es de
manera que contiene el 25 % de la cantidad del factor de coagulaciéon que se administra cuando se usa el factor de
coagulacién sin modificacion con CTP. En otra modalidad, la dosificacién del factor de coagulacion modificado con
CTP es de manera que contiene el 35 % de la cantidad del factor de coagulacién que se administra cuando se usa el
factor de coagulacion sin modificacion con CTP. En otra modalidad, la dosificacion del factor de coagulacion
modificado con CTP es de manera que contiene el 75 % de la cantidad del factor de coagulacion que se administra
cuando se usa el factor de coagulacion sin modificacién con CTP. En otra modalidad, la dosificacion del factor de
coagulacién modificado con CTP es de manera que contiene el 100 % de la cantidad del factor de coagulacion que
se administra cuando se usa el factor de coagulacién sin modificacion con CTP. Sin embargo, incluso si la
dosificacion contiene la misma cantidad del factor de coagulacién (por ejemplo FIX) que el factor de coagulacion sin
modificaciébn con CTP, todavia es ventajosa para los sujetos en el hecho de que se administrard menos
frecuentemente debido a su mayor tiempo de vida media en comparacion con los factores de coagulacion
recombinantes.
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En otra modalidad, una cantidad con eficacia terapéutica de un factor de coagulacién conjugado esta entre 50-500
Ul por kg de peso corporal administrada una vez al dia a una vez a la semana para FIX o 10 ug/Kg-500 pg/Kg para
FVlla. En otra modalidad, una cantidad con eficacia terapéutica de un factor de coagulacion conjugado es 150-250
Ul por kg de peso corporal, administrada una vez al dia. En otra modalidad, una composicién farmacéutica que
comprende un factor de coagulacién conjugado se formula a una concentracién eficaz para la administracion
mediante diversos medios a un paciente humano.

En una modalidad, FIX se administra en una cantidad eficaz para llevar la actividad del Factor IX circulante a 20-30
Ul/dl en un sujeto. En otra modalidad, FIX se administra en una cantidad eficaz para llevar la actividad del Factor IX
circulante a 25-50 Ul/dl en un sujeto. En otra modalidad, FIX se administra en una cantidad eficaz para llevar la
actividad del Factor IX circulante a 50-100 Ul/dl en un sujeto. En otra modalidad, FIX se administra en una cantidad
eficaz para llevar la actividad del Factor IX circulante a 100-200 Ul/dl en un sujeto. En otra modalidad, FIX se
administra en una cantidad eficaz para llevar la actividad del Factor IX circulante a 10-50 Ul/dl en un sujeto. En otra
modalidad, FIX se administra en una cantidad eficaz para llevar la actividad del Factor IX circulante a 20-100 Ul/dl en
un sujeto.

En una modalidad, el factor de coagulacién modificado con CTP se administra a un sujeto semanalmente. En otra
modalidad, el factor de coagulacion modificado con CTP se administra a un sujeto dos veces a la semana. En otra
modalidad, el factor de coagulacién modificado con CTP se administra a un sujeto bisemanalmente (una vez cada
dos semanas). En otra modalidad, el factor de coagulacion modificado con CTP se administra a un sujeto dos veces
al mes. En otra modalidad, el factor de coagulacion modificado con CTP se administra a un sujeto una vez al mes.
En otra modalidad, el factor de coagulacién modificado con CTP se administra a un sujeto diariamente. En otra
modalidad, el factor de coagulacion modificado con CTP se administra a un sujeto cada dos dias.

En otra modalidad, el factor de coagulacion modificado con CTP de la presente invencién se administra a un sujeto
una vez cada tres dias, una vez cada cuatro dias, una vez cada cinco dias, una vez cada seis dias, una vez cada 7-
14 dias, una vez cada 10-20 dias, una vez cada 5-15 dias, o una vez cada 15-30 dias.

En otra modalidad, la presente invencion proporciona un método para reducir la frecuencia de dosificacion de un
polipéptido del factor IX (FIX), que comprende la etapa de unir tres péptidos del carboxilo terminal de la
gonadotropina coriénica (CTP) al carboxilo terminal de dicho polipéptido del FIX, para asi reducir la frecuencia de
dosificacion de dicho polipéptido del FIX. En otra modalidad, la presente invencion proporciona un método para
reducir la frecuencia de dosificacion de un polipéptido del factor Vlla (FVIla), que comprende la etapa de unir tres
péptidos del carboxilo terminal de la gonadotropina coriénica (CTP) al carboxilo terminal de dicho polipéptido de
FVlla, para asi reducir la frecuencia de dosificacion de dicho polipéptido de FVila.

Se describe que los métodos de la invencion dan como resultado aumentar la satisfaccion en el uso de la terapia
con factores de coagulacion. El término satisfaccion comprende adherencia. Se describe, ademas, que la invencién
aumenta la satisfaccion de los pacientes con necesidad de una terapia con factores de coagulacién mediante la
reduccion de la frecuencia de administracion del factor de coagulaciéon. Se describe, ademas, que la reduccion en la
frecuencia de administracion del factor de coagulacion se logra debido a las modificaciones con CTP que hacen que
el factor de coagulacion modificado con CTP sea mas estable. Se describe, ademas, que la reduccion en la
frecuencia de administraciéon del factor de coagulacion se logra como resultado de aumentar el T% del factor de
coagulacién. Se describe, ademas, que la reduccioén en la frecuencia de administracion del factor de coagulacién se
logra como resultado de aumentar el tiempo de aclaramiento o reducir la velocidad de aclaramiento del factor de
coagulacion.

En otra modalidad, la presente invencion proporciona un método para reducir la velocidad de aclaramiento de un
polipéptido del factor IX (FIX), que comprende la etapa de unir tres péptidos del carboxilo terminal de la
gonadotropina coriénica (CTP) al carboxilo terminal de dicho polipéptido del FIX, para asi reducir la velocidad de
aclaramiento de dicho polipéptido del FIX. En otra modalidad, la presente invencién proporciona un método para
reducir la velocidad de aclaramiento de un polipéptido del factor Vlla (FVlla), que comprende la etapa de unir tres
péptidos del carboxilo terminal de la gonadotropina coridnica (CTP) al carboxilo terminal de dicho polipéptido de
FVlla, para asi reducir la velocidad de aclaramiento de dicho polipéptido de FVlia.

En otra modalidad, la reduccién en la frecuencia de administracion del factor de coagulacion se logra como resultado
de aumentar la medida de AUC del factor de coagulacion.

En una modalidad de la invencién, en la presente se proporciona un método para reducir la frecuencia de
dosificacién de un factor de coagulacion, que comprende la etapa de unir tres CTP al carboxilo terminal del factor de
coagulacion, para asi reducir la frecuencia de dosificacion del factor de coagulacion.

En otra modalidad, la presente invenciébn muestra que las composiciones proporcionadas en la presente
sorprendentemente se absorben mas eficazmente hacia el torrente sanguineo después de la administracién SC
(véase los ejemplos 7-9 en la presente). La posibilidad de administrar el FVlla por via subcutanea constituye una
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ventaja ya que puede usarse para aplicaciones profilacticas. Ademas es mucho mas facil que los pacientes se
inyecten ellos mismos las inyecciones subcutaneas, y son una ventaja cuando los pacientes son muy jovenes y sus
venas son pequefias y dificiles de encontrar.

La administracion oral, en una modalidad, comprende una forma de dosificacién unitaria que comprende tabletas,
capsulas, pastillas, tabletas masticables, suspensiones, emulsiones y similares. Dichas formas de dosificacion
unitaria comprenden una cantidad segura y eficaz del factor de coagulacién deseado de la invencién, cada una de
las cuales es, en una modalidad, de aproximadamente 0,7 o 3,5 mg a aproximadamente 280 mg/70 kg, o en otra
modalidad, aproximadamente 0,5 o 10 mg a aproximadamente 210 mg/70 kg. Los portadores farmacéuticamente
aceptables adecuados para la preparacion de las formas de dosificacion unitaria para la administracion peroral se
conocen bien en la técnica. En algunas modalidades, las tabletas comprenden tipicamente adyuvantes
farmacéuticamente compatibles convencionales como diluyentes inertes, tales como carbonato de calcio, carbonato
de sodio, manitol, lactosa y celulosa; aglutinantes como almidén, gelatina y sacarosa; desintegrantes como almidon,
acido alginico y croscarmelosa; lubricantes como estearato de magnesio, acido estedrico y talco. En una modalidad,
los deslizantes como el diéxido de silicio pueden usarse para mejorar las caracteristicas de flujo de la mezcla en
polvo. En una modalidad, pueden afiadirse agentes colorantes, tal como los colorantes FD&C para la apariencia. Los
agentes edulcorantes y saborizantes, tales como aspartamo, sacarina, mentol, menta y saborizantes de frutas, son
adyuvantes Utiles para las tabletas masticables. Tipicamente las capsulas comprenden uno o mas diluyentes solidos
descritos anteriormente. En algunas modalidades, la seleccion de los componentes portadores depende de
consideraciones secundarias como el gusto, el costo y la estabilidad en almacenaje, que no son criticos para los
propésitos de esta invencion, y puede realizarse facilmente por un experto en la técnica.

En una modalidad, la forma de dosificacién oral comprende un perfil de liberacion predefinido. En una modalidad, la
forma de dosificacion oral comprende tabletas, capsulas, pastillas o tabletas masticables de liberacion prolongada.
En una modalidad, la forma de dosificacion oral de la presente invencidon comprende tabletas, capsulas, pastillas o
tabletas masticables de liberacion lenta. En una modalidad, la forma de dosificacion oral comprende tabletas,
capsulas, pastillas o tabletas masticables de liberacion inmediata. En una modalidad, la forma de dosificacion oral se
formula de acuerdo con el perfil de liberacién deseado del ingrediente activo farmacéutico como conoce un experto
en la técnica.

Las composiciones perorales, en algunas modalidades, comprenden soluciones, emulsiones, suspensiones liquidas,
y similares. En algunas modalidades, los portadores farmacéuticamente aceptables adecuados para la preparacion
de tales composiciones se conocen bien en la técnica. En algunas modalidades, las composiciones orales liquidas
comprenden de aproximadamente 0,001 % a aproximadamente 0,933 % del compuesto o compuestos deseados, 0
en otra modalidad, de aproximadamente 0,01 % a aproximadamente 10 %.

En algunas modalidades, las composiciones para uso médico de esta invencion comprenden soluciones o
emulsiones, que pueden ser soluciones o emulsiones acuosas que comprenden una cantidad segura y eficaz de los
compuestos de la presente invenciéon y opcionalmente, otros compuestos, previstos para una administracion
intranasal topica. En algunas modalidades, las composiciones h comprenden de aproximadamente 0,001 % a
aproximadamente 10,0 % en p/v de un compuesto objetivo, con mayor preferencia de aproximadamente 00,1 % a
aproximadamente 2,0, que se usa para la administracién sistémica de los compuestos mediante la via intranasal.

En otra modalidad, el factor de coagulacion modificado con CTP puede inyectarse en el musculo (inyeccion
intramuscular), o puede inyectarse debajo de la piel (inyeccién subcutanea), o inyectarse en la piel, o0 administrarse
por medio de administracion sistémica, o administrarse por inyeccion intravenosa. En otra modalidad, la
administracion puede ser administracion parenteral, pulmonar, oral, tépica, intradérmica, intramuscular,
intraperitoneal, intravenosa, subcutanea, intranasal, transnasal, intraocular, oftdlmica, epidural, bucal, rectal,
transmucosal, intestinal o parenteral, que incluye inyecciones intramedulares asi como administracion intratecal o
intraventricular directa.

En otra modalidad, la preparacién se administra de una manera local en lugar de sistémica, por ejemplo, por medio
de la inyeccion de la preparacion directamente en una region especifica del cuerpo de un paciente.

En una modalidad, la via de administracién puede ser enteral. En otra modalidad, la via puede ser conjuntival,
transdérmica, intradérmica, intraarterial, vaginal, rectal, intratumoral, paracanceral, transmucosal, intramuscular,
intravascular, intraventricular, intracraneal, intranasal, sublingual, o una combinacién de estas.

En otra modalidad, las composiciones farmacéuticas se administran por inyeccion intravenosa, intraarterial, o
intramuscular de una preparacion liquida. En algunas modalidades, las formulaciones liquidas incluyen soluciones,
suspensiones, dispersiones, emulsiones, aceites y similares. En una modalidad, las composiciones farmacéuticas se
administran por via intravenosa, y se formulan por lo tanto en una forma adecuada para la administracién
intravenosa. En otra modalidad, las composiciones farmacéuticas se administran por via intraarterial y por lo tanto se
formulan en una forma adecuada para la administracion intraarterial. En otra modalidad, las composiciones
farmacéuticas se administran por via intramuscular, y se formulan por lo tanto en una forma adecuada para la
administracion intramuscular.
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Ademas, en otra modalidad, las composiciones farmacéuticas se administran de manera tépica a las superficies
corporales, y se formulan por lo tanto en una forma adecuada para la administracion tépica. Las formulaciones
tépicas adecuadas incluyen geles, ungiientos, cremas, lociones, gotas y similares. Para la administracion tépica, los
compuestos de la presente invencidon se combinan con un agente o agentes terapéuticos adecuados adicionales,
preparados y aplicados como soluciones, suspensiones o emulsiones en un diluyente fisiolégicamente aceptable con
0 sin un portador farmacéutico.

En una modalidad, las composiciones farmacéuticas de la presente invencién se fabrican mediante procesos bien
conocidos en la técnica, por ejemplo, por medio de procesos convencionales de mezclado, disolucion, granulacién,
produccion de grajeas, levigacion, emulsion, encapsulado, atrapamiento o liofilizacion.

En una modalidad, las composiciones farmacéuticas para usar de acuerdo con la presente invencion se formulan de
una manera convencional mediante el uso de uno o mas portadores fisiolégicamente aceptables que comprenden
excipientes y auxiliares, que facilitan el procesamiento de los ingredientes activos en las preparaciones, las cuales
pueden usarse farmacéuticamente. En una modalidad, la formulacién depende de la via de administracion escogida.
En una modalidad, los inyectables de la invencion se formulan en soluciones acuosas. En una modalidad, los
inyectables de la invencion se formulan en tampones fisiolégicamente compatibles como solucion de Hank, solucion
de Ringer, o tampon de solucion salina fisioldgica. En algunas modalidades, para la administracion transmucosal, en
la formulacion se usan penetrantes adecuados para la barrera que se va a penetrar. Dichos penetrantes
generalmente se conocen en la técnica.

En una modalidad, las preparaciones descritas en la presente se formulan para una administracion parenteral, por
ejemplo, mediante inyeccidn por bolo o infusién continua. En algunas modalidades, las formulaciones para inyeccién
se presentan en forma de dosificacion unitaria, por ejemplo, en ampollas o en recipientes de multiples dosis con
opcionalmente, un conservante adicionado. En algunas modalidades, las composiciones son suspensiones,
soluciones o emulsiones en vehiculos aceitosos 0 acuosos, y contienen agentes de formulacion tales como agentes
de suspension, estabilizantes y/o dispersantes.

Las composiciones comprenden, ademas, conservantes, tales como cloruro de benzalconio y timerosal y similares;
agentes quelantes, como edetato de sodio y otros; tampones como fosfato, citrato y acetato; agentes de tonicidad
como cloruro de sodio, cloruro de potasio, glicerina, manitol y otros; antioxidantes como acido ascérbico,
acetilcistina, metabisulfito de sodio y otros; agentes aromaticos; agentes de ajuste de la viscosidad, tales como
polimeros, que incluyen celulosa y derivados de esta; y polivinil alcohol y acidos y bases para ajustar el pH de estas
composiciones acuosas segln se necesite. Las composiciones pueden comprender, ademas, anestésicos locales u
otros activos. Las composiciones pueden usarse como aerosoles, neblinas, gotas y similares.

En algunas modalidades, las composiciones farmacéuticas para la administraciéon parenteral incluyen soluciones
acuosas de la preparacion activa en forma soluble en agua. Adicionalmente, las suspensiones de los ingredientes
activos, en algunas modalidades, se preparan como suspensiones adecuadas para inyeccion basadas en aceite o
agua. Los disolventes o vehiculos lipofilicos adecuados incluyen, en algunas modalidades, aceites grasos como
aceite de sésamo, o ésteres sintéticos de acidos grasos como oleato de etilo, triglicéridos o liposomas. Las
suspensiones acuosas para inyeccion contienen, en algunas modalidades, sustancias, que aumentan la viscosidad
de la suspension, tal como carboximetilcelulosa sddica, sorbitol o dextrano. En otra modalidad, la suspensién
contiene, ademas, estabilizadores o agentes adecuados que aumentan la solubilidad de los ingredientes activos
para permitir la preparacion de soluciones muy concentradas.

En otra modalidad, el compuesto activo puede administrarse en una vesicula, en particular un liposoma
(véase Langer, Science 249:1527-1533 (1990); Treat y otros, en Liposomes in the Therapy of Infectious Disease and
Cancer, Lopez- Berestein y Fidler (eds.), Liss, Nueva York, pp. 353-365 (1989); Lopez-Berestein, ibid., pp. 317-
327; J. E. Diederichs y al., Pharm./nd. 56 (1994) 267- 275).

En otra modalidad, la composicion farmacéutica suministrada en un sistema de liberacién controlada se formula para
la infusién intravenosa, bomba osmética implantable, parche transdérmico, liposomas, u otros modos de
administracion. En una modalidad, se usa una bomba (véase Langer, mas arriba; Sefton, CRC Crit. Ref. Biomed.
Eng. 14:201 (1987); Buchwald y otros, Surgery 88:507 (1980); Saudek y otros, N. Engl. J. Med. 321:574 (1989). En
otra modalidad, pueden usarse materiales poliméricos. Aln en otra modalidad, un sistema de liberacion controlada
puede colocarse préoximo al blanco terapéutico, por ejemplo, el cerebro, requiriendo asi solo una fracciéon de la dosis
sistémica (véase por ejemplo, Goodson, en Medical Applications of Controlled Release, mas arriba, vol. 2, pp. 115-
138 (1984). Otros sistemas de liberacion controlada se analizan en la revision de Langer (Science 249: 1527-1533
(1990).

En algunas modalidades, el ingrediente activo estad en forma de polvo para la constitucion con un vehiculo
adecuado, por ejemplo, solucidn a base de agua, estéril, libre de pir6genos, antes del uso. Las composiciones se
formulan, en algunas modalidades, para la administracién por atomizacién e inhalacién. En otra modalidad, las
composiciones estan contenidas en un contenedor con medios de atomizacion adheridos.
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En una modalidad, la preparacion de la presente invencion se formula en composiciones rectales tal como
supositorios 0 enemas de retencién, mediante el uso, por ejemplo, de bases convencionales de supositorios tal
como manteca de cacao u otros glicéridos.

En algunas modalidades, las composiciones farmacéuticas adecuadas para usar en el contexto de la presente
invencién incluyen composiciones en donde los ingredientes activos se contienen en una cantidad eficaz para lograr
el propésito deseado. En algunas modalidades, una cantidad con eficacia terapéutica significa una cantidad de
ingredientes activos eficaces para usar en la prevencion, alivio o mejoria de los sintomas de una enfermedad o
prolongar la supervivencia del sujeto que se trata.

En una modalidad, la determinacién de una cantidad con eficacia terapéutica estd dentro de la habilidad de los
expertos en la técnica.

Algunos ejemplos de sustancias que pueden servir como portadores farmacéuticamente aceptables o componentes
de estos son azlcares, tales como lactosa, glucosa y sacarosa; almidones, tales como almidén de maiz y almidén
de patata; celulosa y sus derivados, tales como carboximetilcelulosa sddica, etilcelulosa, y metilcelulosa; tragacanto
en polvo; malta; gelatina; talco; lubricantes soélidos, tales como acido estearico y estearato de magnesio; sulfato de
calcio; aceites vegetales, tales como aceite de mani, aceite de semilla de algodén, aceite de sésamo, aceite de oliva,
aceite de maiz y aceite de theobroma; polioles tales como propilenglicol, glicerina, sorbitol, manitol y polietilenglicol;
acido alginico; emulsionantes, tales como los emulsionantes de la marca Tween™; agentes humectantes, tales
como lauril sulfato de sodio; agentes colorantes; agentes saborizantes; agentes de formacion de tabletas,
estabilizadores; antioxidantes; conservantes; agua libre de pirégenos; solucién salina isotonica; y soluciones tampén
de fosfato. La elecciébn de un portador farmacéuticamente aceptable para usarse junto con el compuesto se
determina basicamente por la manera en que el compuesto se va a administrar. Si el compuesto objetivo es para
inyectar, en una modalidad, el portador farmacéuticamente aceptable es solucién salina fisiolégica, estéril, con un
agente de suspension compatible con la sangre, cuyo pH se ha ajustado a aproximadamente 7,4.

Adicionalmente, las composiciones pueden comprender ademas aglutinantes (por ejemplo acacia, almidon de maiz,
gelatina, carbémero, etilcelulosa, goma de guar, hidroxipropilcelulosa, hidroxipropil metil celulosa, povidona),
agentes desintegrantes (por ejemplo almidon de maiz, almidéon de patata, acido alginico, diéxido de silicio,
croscarmelosa sddica, crospovidona, goma de guar, glicolato de almidén sodico), tampones (por ejemplo, Tris-HCI,
acetato, fosfato) de varios pH y fuerza iénica, aditivos tales como albumina o gelatina para prevenir la absorcién a
superficies, detergentes (por ejemplo, Tween 20, Tween 80, Pluronic F68, sales de acidos biliares), inhibidores de
proteasas, tensoactivos (por ejemplo, lauril sulfato de sodio), potenciadores de la permeacioén, agentes solubilizantes
(por ejemplo, glicerol, glicerol de polietileno), antioxidantes (por ejemplo, acido ascorbico, metabisulfito sddico,
hidroxianisol butilado), estabilizantes (por ejemplo, hidroxipropilcelulosa, hidroxipropilmetil celulosa), agentes que
aumentan la viscosidad (por ejemplo, carbémero, diéxido de silicio coloidal, etilcelulosa, goma de guar),
edulcorantes (por ejemplo aspartamo, acido citrico), conservantes (por ejemplo, timerosal, alcohol bencilico,
parabenos), lubricantes (por ejemplo acido estearico, estearato de magnesio, polietilenglicol, lauril sulfato de sodio),
adyuvantes de flujo (por ejemplo, diéxido de silicio coloidal), plastificantes (por ejemplo ftalato de dietilo, citrato de
trietilo), emulsionantes (por ejemplo carbémero, hidroxipropilcelulosa, laurilsulfato soédico), recubrimientos de
polimeros (por ejemplo, poloxameros o poloxaminas), agentes de recubrimiento y formadores de pelicula (por
ejemplo etilcelulosa, acrilatos, polimetacrilatos) y/o adyuvantes.

Los componentes tipicos de los portadores para jarabes, elixires, emulsiones y suspensiones incluyen etanol,
glicerol, propilenglicol, polietilenglicol, sacarosa liquida, sorbitol y agua. Para una suspension, los agentes de
suspension tipicos incluyen metil celulosa, carboximetilcelulosa sdédica, celulosa (por ejemplo Avicel™, RC-591),
tragacanto y alginato de sodio; los agentes humectantes tipicos incluyen lecitina y sorbitdn de 6xido de polietileno
(por ejemplo polisorbato 80). Los conservantes tipicos incluyen metil parabeno y benzoato de sodio. En otra
modalidad, las composiciones liquidas perorales contienen, ademas, uno 0 mas componentes tales como
edulcorantes, agentes saborizantes y colorantes descritos anteriormente.

En algunas modalidades, la preparacion de una cantidad o dosis eficaz puede estimarse inicialmente a partir de
ensayos in vitro. En una modalidad, una dosis puede formularse en modelos animales y dicha informacion puede
usarse para determinar con mayor precision las dosis Utiles en los seres humanos.

En una modalidad, la toxicidad y la eficacia terapéutica de los ingredientes activos descritas en la presente puede
determinarse mediante procedimientos farmacéuticos estandar in vitro, en cultivos celulares o animales
experimentales. En una modalidad, los datos obtenidos a partir de estos ensayos in vitro y en cultivo celular y
estudios en animales pueden usarse para formular un intervalo de dosificaciéon para usar en el ser humano. En una
modalidad, las dosificaciones varian en dependencia de la forma de dosificacion empleada y la via de administracion
utilizada. La formulacion exacta, la via de administracion y dosificacion puede ser elegida por el médico individual
teniendo en cuenta la afeccién del paciente. (Ver, por ejemplo Fingl y otros, 1975, en "The Pharmacological Basis of
Therapeutics”, C. 1 p.1].
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En dependencia de la severidad y la capacidad de respuesta de la afeccion que se va a tratar, la dosificacion puede
ser de una Unica administracion o una pluralidad de ellas, donde un curso de tratamiento puede durar de varios dias
a varias semanas o0 hasta que se logre la cura o la diminucién del estado de la enfermedad.

La cantidad de una composicion que se va a administrar dependerd, por supuesto, del sujeto que se trata, la
severidad de la afeccién, la manera de administracion, el criterio del médico responsable, etcétera.

En una modalidad, las composiciones que incluyen la preparacion de la presente invencién formulada en un portador
farmacéutico compatible se preparan, ademas, colocadas en un contenedor adecuado, y marcado para el
tratamiento de una afeccién indicada.

En otra modalidad, un factor de coagulacién como se describe en la presente es una preparacion liofilizada (es decir,
secada por congelacién) en combinacion con excipientes organicos complejos y estabilizadores tales como agentes
tensoactivos no iénicos (es decir, surfactantes), diversos azlcares, polioles organicos y/o albimina sérica humana.
En otra modalidad, una composicién farmacéutica comprende un factor de coagulacion liofilizado como se describe
en agua estéril para inyecciéon. En otra modalidad, una composicién farmacéutica comprende un factor de
coagulacion liofilizado como se describe en PBS estéril para inyeccion. En otra modalidad, una composicion
farmacéutica comprende un factor de coagulacion liofilizado como se describe en NaCl al 0,9 % estéril para
inyeccion.

En otra modalidad, la composiciéon farmacéutica comprende el factor de coagulacién modificado con CTP como se
describe en la presente y portadores complejos como albumina sérica humana, polioles, azlcares y agentes
estabilizantes tensoactivos aniénicos. En otra modalidad, la composicion farmacéutica comprende el factor de
coagulacion modificado con CTP como se describe en la presente y acido lactobiénico y un tampon de
acetato/glicina. En otra modalidad, la composicion farmacéutica comprende el factor de coagulacién modificado con
CTP como se describe en la presente y aminoacidos, tal como arginina o glutamato que aumentan la solubilidad de
las composiciones de interfer6n en agua. En otra modalidad, la composicion farmacéutica comprende un factor de
coagulacién modificado con CTP, liofilizado, como se describe en la presente y glicina o albimina sérica humana
(HSA), un tampon (por ejemplo acetato) y un agente isotonico (por ejemplo NaCl). En otra modalidad, la composicién
farmacéutica comprende un factor de coagulacion modificado con CTP, liofilizado, como se describe en la presente y
tampon fosfato, glicina y HSA.

En otra modalidad, la composicién farmacéutica que comprende un factor de coagulacion como se describe en la
presente se estabiliza cuando se coloca en soluciones tamponadas que tienen un pH entre aproximadamente 4 y
7,2. En otra modalidad, la composicion farmacéutica que comprende un factor de coagulacién esta en una solucién
tamponada que tiene un pH entre aproximadamente 4 y 8,5. En otra modalidad, la composicion farmacéutica que
comprende un factor de coagulacién esta en una solucién tamponada que tiene un pH entre aproximadamente 6y 7.
En otra modalidad, la composicién farmacéutica que comprende un factor de coagulacién estd en una solucion
tamponada que tiene un pH de aproximadamente 6,5. En otra modalidad, la composicion farmacéutica que
comprende un factor de coagulacion como se describe en la presente se estabiliza con un aminoacido como un
agente estabilizante y en algunos casos una sal (si el aminoacido no contiene una cadena lateral cargada).

En otra modalidad, la composiciéon farmacéutica que comprende un factor de coagulacién como se describe en la
presente es una composicion liquida que comprende un agente estabilizante entre aproximadamente 0,3 % y 5 % en
peso el cual es un aminoacido.

En otra modalidad, la composiciéon farmacéutica que comprende un factor de coagulacién como se describe en la
presente proporciona precision de la dosificacién y seguridad del producto. En otra modalidad, la composicién
farmacéutica que comprende un factor de coagulacién como se describe en la presente proporciona una formulacion
liquida, estable, biolégicamente activa, para usar en aplicaciones inyectables. En otra modalidad, la composicién
farmacéutica comprende un factor de coagulacion no liofilizado como se describe en la presente.

En otra modalidad, la composicion farmacéutica que comprende un factor de coagulacién como se describe en la
presente proporciona una formulacion liquida que permite el almacenamiento durante un periodo de tiempo largo en
un estado liquido que facilita el almacenamiento y el envio antes de su administracion.

En otra modalidad, la composicion farmacéutica que comprende un factor de coagulacion como se describe en la
presente comprende lipidos sélidos como material de matriz. En otra modalidad, la composicion farmacéutica
inyectable que comprende un factor de coagulacion como se describe en la presente comprende lipidos soélidos
como material de matriz. En otra modalidad, la produccién de microparticulas de lipidos mediante congelacion por
pulverizacién se describié por Speiser (Speiser y al., Pharm. Res. 8 (1991) 47-54) seguido por nanogranulos de
lipidos para la administracion peroral (Speiser EP 0167825 (1990)). En otra modalidad, los lipidos que se usan se
toleran bien por el cuerpo (por ejemplo glicéridos compuestos de &cidos grasos que estdn presentes en las
emulsiones para la nutricion parenteral).
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Las composiciones de la presente invencion pueden presentarse en un envase o dispositivo dispensador, tal como
un estuche aprobado por la FDA, que contiene una o mas formas de dosificacion unitaria que contienen el
ingrediente activo. En una modalidad, el envase, por ejemplo, comprende una lamina de metal o plastico, tal como
un blister. En una modalidad, el envase o dispositivo dispensador se acompafa de instrucciones para la
administracion. En una modalidad, el envase o dispensador incluye un aviso asociado con el contenedor en una
forma prescrita por una agencia gubernamental que regula la fabricacién, el uso o la venta de los productos
farmacéuticos, dicho aviso es reflejo de la aprobacién por la agencia de la forma de las composiciones o la
administracion humana o veterinaria. Dicho aviso, en una modalidad, es el etiguetado aprobado por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos para los farmacos controlados, o el prospecto
del producto aprobado.

Se apreciara que los factores de coagulacién modificados con CTP de la presente invencién pueden proporcionarse
al individuo con agentes activos adicionales para lograr un mejor efecto terapéutico en comparaciéon con el
tratamiento con cada agente por si mismo. En una modalidad, se toman medidas (por ejemplo, la dosificacién y la
seleccién del agente complementario) para evitar los efectos secundarios adversos que se asocian con las terapias
de combinacion.

En la presente se describe un método para tratar la hemofilia en un sujeto, que comprende administrar un
polipéptido del factor Vila (FVIlla) modificado con CTP que comprende un polipéptido de FVlla y tres péptidos del
carboxilo terminal de la gonadotropina coriénica (CTP) unidos al carboxilo terminal de dicho polipéptido de FVlla a
dicho sujeto, para asi tratar la hemofilia en dicho sujeto.

En una modalidad, la presente invencién proporciona un polipéptido del factor IX (FIX) modificado con CTP que
consiste en un polipéptido del FIX y tres péptidos del carboxilo terminal (CTP) de la gonadotropina, unidos al
carboxilo terminal de dicho polipéptido del FIX modificado con CTP. En una modalidad, al menos un CTP se une a
dicho polipéptido del FIX por medio de un enlazador. En una modalidad, dicho enlazador es un enlace peptidico.

En una modalidad, la presente invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende el polipéptido
del FIX modificado con CTP.

En una modalidad, la presente invencién proporciona un polinucleétido que codifica un polipéptido modificado con
CTP que consiste en un polipéptido del factor IX (FIX) y tres péptidos del carboxilo terminal de la gonadotropina
(CTP) unidos al carboxilo terminal de dicho polipéptido del FIX. En otra modalidad, la presente invencién proporciona
un polinucleétido, en donde la secuencia de dicho polinucleétido es como se expone en la sec. con nim. de ident.:
30. Como se conoce generalmente en la técnica, los péptidos y proteinas modificados de la invencién pueden
acoplarse a marcajes, farmacos, agentes de direccionamiento, portadores, soportes solidos y similares, en
dependencia de la aplicacién deseada. Las formas marcadas de los agentes biolégicos modificados pueden usarse
para seguir su destino metabolico; los marcajes adecuados para este propésito incluyen, especialmente, marcajes
con radioisétopos tales como yodo 131, tecnecio 99, indio 111, y similares. Los marcajes pueden usarse, ademas,
para mediar la deteccion de las proteinas o péptidos modificados en sistemas de ensayo; en este caso, también
pueden usarse los radiois6topos asi como marcajes con enzimas, marcajes fluorescentes, marcajes cromogénicos y
similares. El uso de tales marcajes es particularmente (til si el péptido o la proteina es en si mismo un agente de
direccionamiento tal como un anticuerpo o un ligando de un receptor.

Pueden emplearse técnicas de unioén similares, junto con otras, para acoplar los péptidos y proteinas modificados de
la invencion a soportes soélidos. Cuando se acoplan, estos péptidos y proteinas modificados pueden usarse después
como reactivos de afinidad para la separacion de componentes deseados con los que se muestra una reaccion
especifica.

Se describe, ademas, que los péptidos y proteinas modificados de la invencién pueden usarse para generar
anticuerpos especificamente inmunorreactivos con estos nuevos compuestos. Estos anticuerpos son Utiles en una
variedad de aplicaciones diagndsticas y terapéuticas, en dependencia de la naturaleza de la actividad biolégica del
péptido o proteina no modificados. Debe entenderse que la invencién proporciona anticuerpos que son
inmunorreactivos con FIX, FVII o FVlla modificados con CTP como se describe en la presente. En una modalidad,
tales anticuerpos pueden usarse para distinguir o identificar los factores de coagulacion modificados con CTP
administrados con relacion a los factores de coagulacién endégenos. En otra modalidad, los anticuerpos pueden
usarse para localizar los factores de coagulacion modificados con CTP administrados.

Otros objetos, ventajas y caracteristicas novedosas de la presente invencion resultaran evidentes para una persona
experta en la técnica luego del andlisis de los siguientes ejemplos, que no pretenden ser limitantes. Ademas, cada
una de las diversas modalidades y aspectos de la presente invencion tal como se expone en la presente descripcion
y como se reivindica en la seccion de reivindicaciones mas abajo encuentra apoyo experimental en los siguientes
ejemplos.

Ejemplos

40



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2665319 T3

Generalmente, la nomenclatura usada en la presente y los procedimientos de laboratorio utilizados en la presente
invencion incluyen técnicas moleculares, bioquimicas, microbiolégicas y de ADN recombinante. Dichas técnicas se
explican ampliamente en la literatura. Véase, por ejemplo, "Molecular Cloning: A laboratory Manual" Sambrook y
otros, (1989); "Current Protocols in Molecular Biology" Volimenes I-lll Ausubel, R. M., ed. (1994); Ausubel y otros,
"Current Protocols in Molecular Biology", John Wiley and Sons, Baltimore, Maryland (1989); Perbal, "A Practical
Guide to Molecular Cloning", John Wiley & Sons, Nueva York (1988); Watson y otros, "Recombinant ADN", Scientific
American Books, Nueva York; Birren y otros (eds) "Genome Analysis: A Laboratory Manual Series", Vols. 1-4, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Nueva York (1998); metodologias como se exponen en las patentes de EE.UU.
nams. 4,666,828; 4,683,202; 4,801,531, 5,192,659 y 5,272,057; "Cell Biology: A Laboratory Handbook", Voliumenes
I-11l Cellis, J. E., ed. (1994); "Culture of Animal Cells - A Manual of Basic Technique" de Freshney, Wiley-Liss, N. Y.
(1994), Tercera Edicion; "Current Protocols in Immunology” Volimenes I-Ill Coligan J. E., ed. (1994); Stites y otros
(eds), "Basic and Clinical Immunology" (8va Edicion), Appleton y Lange, Norwalk, CT (1994); Mishell y Shiigi (eds),
"Selected Methods in Cellular Immunology”, W. H. Freeman y Co., Nueva York (1980); los inmunoensayos
disponibles se describen ampliamente en la literatura cientifica y de patentes, véase, por ejemplo, las patentes de
EE.UU. nams.
3,791,932; 3,839,153; 3,850,752; 3,850,578; 3,853,987, 3,867,517; 3,879,262; 3,901,654, 3,935,074; 3,984,533; 3,9
96,345; 4,034,074, 4,098,876; 4,879,219; 5,011,771 y5,281,521; "Oligonucleotide Synthesis" Gait, M. J., ed. (1984);
"Nucleic Acid Hybridization" Hames, B. D., y Higgins S. J., eds. (1985); "Transcription and Translation" Hames, B. D.,
e Higgins S. J., eds. (1984); "Animal Cell Culture" Freshney, R. I., ed. (1986); "Immobilized Cells and Enzymes" IRL
Press, (1986); "A Practical Guide to Molecular Cloning" Perbal, B., (1984) y "Methods in Enzymology" Vol. 1-317,
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CSHL Press (1996). A lo largo de este documento se proporcionan otras referencias generales.

Ejemplo 1
Generacion y utilizacién del Factor de coagulacion IX
Clonaje y expresion de la molécula de FIX recombinante:

Los clones del factor IX se construyeron en nuestro vector de expresion en eucariota pCl-neo (Promega, nim. de
catalogo E1841). El clon del ORF del factor de coagulacién IX de Homo sapiens se solicité a "OriGene" (RC219065).
Los cebadores se solicitaron a Sigma-Genosys.

Construccién de 301-1-pCl-neo-p200-11 (Factor IX-ctp x2):

Cebador 101: 5' GTTTAGTGAACCGTCAGAAT 3' (sec. con num. de ident.: 36)

Cebador 103% 5' TTGAGGAAGATGTTCGTGTA 3' (contiene el sitio de Sspl del factor 1X) (sec. con nim. de ident.:
37)

Se realiz6 una reaccion de PCR con el cebador 101 y el cebador 103Ry ADN plasmidico, el clon de ADNc del factor
IX (OriGene" RC219065) como molde; como resultado de la amplificacion por PCR, se formd un producto de ~ 1085
pb (pcr 10) y se purificd a partir del gel (el fragmento que contenia el amino terminal de la secuencia del factor 1X).
Cebador 98: 5' ATTACAGTTGTCGCAGGTGA 3' (sec. con nim. de ident.: 38)

Cebador 997 : 5' GCTGGAGCTAGTGAGCTTTGTTTTTTCCTT 3 (sec. con num. de ident.: 39)

Cebador 100: 5' GCTCACTAGCTCCAGCAGCAAGGCC 3' (sec. con num. de ident.: 40)

Cebador 27%: 5 TTTTCACTGCATTCTAGTTGTGG 3' (sec. con nim. de ident.: 41)

Se realizaron tres reacciones de PCR. La primera reaccion se realizé con el cebador 98 y el cebador 99® y ADN
plasmidico, el clon de ADNc del factor IX (OriGene", RC219065) como molde; como resultado de la amplificacién por
PCR, se formé un producto de ~ 540 pb.

La segunda reaccion se realizé con el cebador 100 y el cebador 277 y ADN plasmidico de 402-2-p72-3 (hGH-CTP-
CTP) como molde; como resultado de la amplificacién por PCR, se formé un producto de ~ 258 pb.

La dltima reaccion (pcr 3) se realizd con los cebadores 98 y 277 y una mezcla de los productos de las dos
reacciones anteriores como molde; como resultado de la amplificacién por PCR, se formo un producto de ~ 790 pb y
se ligo en el vector de clonacion TA (Invitrogen, catalogo K2000-01). Se aisl6 el fragmento de Sspl -EcoRI (TA 3-3).

Otra reaccion de PCR se realiz6 (pcr 12) con el cebador 101 y el cebador 27" y una mezcla de los productos de la
pcr 10 y el fragmento de Sspl-EcoRlI de la pcr 3 como molde; como resultado de la amplificacion por PCR, se formo
un producto de ~ 1700 pb (Factor IX-ctp-ctp) y se ligd al vector de clonacion TA (Invitrogen, catalogo K2000-01) (lig
180).

Se encontré un error en la secuencia del factor IX por lo que los fragmentos se volvieron a colocar para formar un
inserto del Factor IX-ctp-ctp con la secuencia de ADN correcta.
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TA- pcr 3-3 se digirié con Sspl y Xbal y se aisl6 el fragmento grande (vector). TA 180-4 se digirié con Sspl y Xbal y
se aisl6 el fragmento pequefio (inserto) y se ligé al fragmento grande aislado de TA-pcr-3-3digerido con Sspl y Xbal.
El nuevo plasmido TA-183-2 se digirié con Sal | y Notl, y se aisl6 el inserto Factor IX-CTP-CTP (~1575 pb). Este
fragmento se insertd en el vector de expresion pCl-neo de eucariotas (digerido con Sal | y Not ) para producir el clon
301-2-p200-11.

Construccién pCl-dhfr -Factor 9- ctpx2 (p223-4): El vector pCl-dhfr (p6-1) se digiri6 con Smal y Notl. Factor IX-CTP-
CTP (p200-11) se digirié con ASisl F.I. y Notl. Los dos fragmentos se ligaron.

Construccién pCl-dhfr Factor 9-ctp x3 (p225-7): El vector pCl-dhfr OXM-CTPx3 (p216-4) se digirié con Xbal y Apal.
El factor IX-CTP-CTP (223-4) se digirié con Xbal y Apal. Los dos fragmentos se ligaron.

Construccion pCl-dhfr Factor 9-ctp x3 T148A (p243-2): El plasmido p225-7 contenia treonina en la posicion 148,
dado que la version méas comun del FIX contiene alanina en esta posicion, la Thr se reemplazé por Ala mediante el
uso del método de mutagénesis dirigida a un sitio.

Cebador 75: ctcccagttcaattacagct (sec. con num. de ident.: 42)

Cebador 122r: ggaaaaactgcctcagcacgggtgagc (sec. con num. de ident.: 43)
Cebador 123: gtgctgaggcagtttttcctgatgtggactat (sec. con nim. de ident.: 44)
Cebador 124r: caacacagtgggcagcag (sec. con nim. de ident.: 45)

Se realizaron tres reacciones de PCR. La primera reaccion se realiz6 con el cebador 75 y el cebador 122r y ADN
plasmidico p225-7 como molde; como resultado de la amplificacion por PCR, se formé un producto de ~ 692 pb y se
purificé a partir del gel. Una segunda reaccion de PCR se realizd con el cebador 123 y el cebador 124r y ADN
plasmidico p225-7 como molde; como resultado de la amplificacién por PCR, se form6 un producto de ~237 pb y se
purificé a partir del gel. La tercera reaccion de PCR de superposicion se realizé con los cebadores 75 y 124r, y una
mezcla de los productos de las dos reacciones anteriores como molde; como resultado de la amplificacién por PCR,
se formo un producto de ~ 910 pb. Este producto de PCR de superposicion se digirid con Xbal y Nsil y se volvio a
ligar al plasmido p225-7 (digerido con Xbal y Nsil) para producir el Factor IX-ctpx3 T148A designado p243-2.

Construccion FIX-4CTP (p259-4): El fragmento 3,5CTP se aislé a partir de oxym-4CTP (p254-3) mediante las
enzimas de restriccion Apal y Xbal. El fragmento FIX+0,5CTP se aislo a partir de FIX-3CTP (p243-2) con las
enzimas de restriccion Apal y Xbal. Los dos fragmentos se ligaron.

Construccién FIX-5CTP (p260-18): El fragmento 4,5CTP se aislo a partir de oxym-5CTP (255-1) mediante las
enzimas de restriccion Apal y Xbal. El fragmento FIX+0,5CTP se aislé a partir de FIX-3CTP (p243-2) mediante el
uso de las enzimas Apal y Xbal. Los dos fragmentos se ligaron.

Las células Dg44 se sembraron en placas para cultivo de tejidos de 100 mm y se cultivaron hasta una confluencia
del 50-60 %. Un total de 2 ug (microgramo) de ADNc de FIX se usé para la transfeccion de una placa de 100 mm
mediante el uso del reactivo FuGene (Roche) en medio libre de proteina (Invitrogene CD Dg44). El medio se elimino
48 horas después de la transfeccion y se reemplazé con un medio libre de proteina (Invitrogene CD Dg44) sin
nucleésidos y en presencia de 800 pg/ml de G418 (neomicina). Después de 14 dias, la poblacién celular
transfectada se transfiri6 a matraces para el cultivo de tejidos T25, y la seleccién continu6 durante otros 10-14 dias
hasta que las células comenzaron a crecer como clones estables. Se seleccionaron clones con alta expresion. Se
usaron aJoroximadamente 2x10’ células para inocular 300 ml de medio de crecimiento en una botella de rodillo de
1700 cm* (Corning, Corning NY), suplementado con vitamina K3 a 5 ng/ml (menadiona bisulfato de sodio; Sigma). El
medio de produccion (cosecha) se recogid después de una disminucion rapida en la viabilidad celular a
aproximadamente 70 %. El medio de produccién se clarifico primero y después se concentré aproximadamente 20
veces y se dializé con PBS mediante el uso de un casete de filtracion de flujo (10 KDa MWCO; Millipore Corp.).

Determinaciéon del nivel del antigeno FIX: los niveles de antigeno en la cosecha de FIX-CTP se determinaron
mediante el uso del estuche de ELISA para el FIX humano AssayMax (AssayPro-EF1009-1). La concentracion de
proteinas calculada es el promedio de tres diluciones diferentes en dos ejecuciones independientes (figura 1A, tabla
1).

Tabla 1: Concentracion de proteinas calculada

FIX-CTP FIX-CTP-CTP
Mivel del Ag FIX (pgfml) 41.9 19.2
SD 8.76 3.67
RCV 2092 19.15
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FIX SDS-PAGE - inmunotransferencia: las cosechas de FIX-CTP o rhFIX purificado (American Diagnostics), 100 ng
de proteina, se cargaron en gel de Tris-glicina al 12 % mediante el uso del marcador de proteina de color dual
Precision Plus (Bio-Rad). El andlisis por SDS-PAGE se realizé mediante inmunotransferencia Western con el uso del
anticuerpo policlonal anti-FIX humano y anticuerpo monoclonal anti-gamma carboxilacion humana (American
Diagnostics). Como se informé previamente, rhFIX migré a 55 KDa, mientras que FIX fusionado a dos CTP migré6 a
75 KDa. Ambas variantes de las proteinas FIX-CTP se mostraron estar gamma carboxiladas, una modificacion
postraduccional esencial para la actividad y la funcion de FIX (figura 1B).

Determinacion de la actividad cromogénica de FIX: Una evaluacién comparativa de la potencia in vitro de las
cosechas de FIX-CTP frente a la proteina rhFIX (American Diagnostics) se realiz6 mediante el uso del estuche de
prueba para la actividad cromogénica disponible comercialmente, BIOPHEN (Hyphen BioMed 221802). En la
presencia de trombina, fosfolipidos, calcio, cantidades en exceso de FXla activa el FIX muestreado a FIXa. FIXa
forma un complejo enzimatico con trombina, FVIII activado:C (suministrado en cantidades en exceso), fosfolipidos, y
calcio y activa el Factor X, presente en el sistema de ensayo, a FXa. La actividad se correlaciona directamente con
la cantidad de FIX, que es el factor limitante. El FXa generado se mide después mediante su actividad especifica
sobre un sustrato cromogénico de FXa (pNA). La cantidad de pNA generado es directamente proporcional a la
actividad de FIXa. rhFIX y las cosechas de FIX-CTP se diluyeron en serie, y la potencia se evalu6 mediante la
comparacion de una curva de dosis-respuesta de las cosechas de FIX con una preparacion de referencia que
consistié en rhFIX o plasma humano. La EC50 promedio del FIX fue 21 ng/ml, mientras que la EC50 calculada para
la cosecha de FIX-(CTP;) fue 382 ng/ml, y la EC50 calculada para la cosecha de FIX-CTP fue 1644 ng/ml. Se
observo una disminucion de aproximadamente 15 veces en la actividad enzimatica de la cosecha de FIX-(CTP>)
(figura 2).

Actividad de coagulacion de FIX (aPTT): El tiempo de tromboplastina parcial activada (aPTT) es una medida de la
integridad de las vias intrinseca y comun de la cascada de coagulacién. El aPTT es el tiempo, en segundos, para
que el plasma se coagule después de la adicién de un activador de la via intrinseca, fosfolipido y calcio. El reactivo
de aPTT se denomina una tromboplastina parcial porque el factor tisular no se incluye con el fosfolipido ya que esta
con el reactivo protime (PT). El activador inicia el sistema y después tiene lugar el resto de las etapas de la via
intrinseca en presencia de fosfolipido. El intervalo del aPTT de referencia varia entre los diferentes laboratorios, pero
usualmente esta en el intervalo de 27-34 segundos.

Lo importante del ensayo fue cuantificar la capacidad de las cosechas de FIX-CTP para restaurar la actividad de
coagulacion del plasma humano con agotamiento de FIX mediante la adicién de rhFIX. Se mezclaron 300 pl de
plasma humano deficiente de FIX con 100 ul de rhFIX o las cosechas de FIX-CTP y diluidas en serie. Después de
una incubaciéon de 60 segundos a 37 °C, se afiadieron tromboplastina, CaCl, y fosfolipidos a la mezcla, y se
determiné el tiempo de coagulacion en segundos (realizado por American Medical Laboratories). La potencia se
evalu6é mediante la comparacién de una curva de dosis-respuesta de las cosechas de FIX con una preparacion de
referencia que consistié en rhFIX o plasma humano. Una unidad de actividad de FIX corresponde a la concentracion
del FIX que iguala la actividad de un ml de plasma humano normal. Los resultados de aPTT presentados indican que
FIX-(CTP), muestra una reduccion de 5,7 veces en su actividad especifica de coagulaciéon en comparacion con
rhFIX (tabla 2). Ademas, los resultados de aPTT junto con el ensayo de la actividad cromogénica in vitro sugieren
que la cosecha de FIX-(CTP); tiene una actividad enzimatica mejorada frente a la cosecha de FIX-CTP (tabla 2).
Una mejor actividad de las proteinas FIX-CTP puede obtenerse después de la optimizacién del sistema de expresién
(es decir cotransfeccion con furina y optimizacién de la concentracion de vitamina K3 en el medio), que se fortalecié
después de la super-transfeccién con furina (datos no mostrados).

Tabla 2: Actividad de coagulacion de FIX

rhFIX{(A PTT(seg) FIX-CTF PTT (seg) FIX-CTP-CTP PTT (seg)
D) (pg/ml) (pg/ml)

(pgfml)

5 313 9 5.2 3 175

1.25 35.7 225 333 I 559
0.3125 43 0.5615 64.1 0.25 67
0.07812 52.1 0.140625 76.3 0.0625 774

Estudio farmacocinético: rhFIX (American Diagnostic) y las cosechas de FIX-CTP se administraron en una Unica
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inyeccion intravenosa a las ratas Sprague-Dawley (seis ratas por sustancia) a una dosis de 75 pg/kg de peso
corporal (tabla 3).

Tabla 3: Plan de operacion del estudio PK

NUim. de Nivel Nivel de Vol *Puntos de tiempo
Grupos |Elemento - Via de | ~. de dosis L Con. -
animales ..~ |Género . inyectado (horas  después
tratados |de prueba dosificacion dosis (ng por (ng/ml) .
/ grupo ? (u de la dosis)
(ng/kg) |animal)
0 (Antes de la
dosis) 0,083, 0,5,
1 rFIX 6 \ M 75 15 500 30 15. 4, 8, 24, 48,
72.
0 (Antes de la
dosis) 0,083, 0,5,
2 rFIX-CTP |6 \ M 75 15 500 30 15, 4, 8, 24, 48,
72.
0 (Antes de la
rFIX- dosis) 0,083, 0,5,
3 CTP-CTP 6 \ M 75 15 1000 15 15. 4, 8, 24, 48,

72.

Las muestras de sangre se extrajeron de manera retroorbital de 3 ratas alternativamente a las 0,083, 0,5, 1,5, 4, 8,
24, 48 y 72 horas después de la dosificacién. El plasma se prepardé inmediatamente después del muestreo y se
almaceno a -20 °C hasta su andlisis. La concentracion del FIX se cuantificO mediante ensayo ELISA especifico para
FIX (AssayPro). Se calculd un perfil farmacocinético para cada proteina y representa la media de 3 animales en cada
punto de tiempo (figura 3). Los tiempos de vida media terminal se calcularon mediante el uso del programa
informatico PK solutions 2.0. La tabla 4 resume las concentraciones observadas de FIX en los diferentes puntos de
tiempo de muestreo.

Tabla 4: Concentraciones de FIX observadas

Tiempo FIX-AD (ng/ml) FIX-CTP (ng/ml) FIX-CTP-CTP
(horas) {ng/ml)

0.083 1506.7 1477.5 1914.8

0.5 19498 1150.1 1830.1

1.5 21894 1009.0 1264.3

4 733,90 709,33 100000

8 319.80 167.20 1234.67

24 BLOQ 54.625 230

48 BLQ BLOQ 120.9

El perfil PK y el resumen de los tiempos de vida media terminal se resumen en la tabla 5. Las cosechas de FIX-CTP
muestran mejores valores de T%g en comparacion con rhFIX (aumentos de 2 y 5 veces, respectivamente). Dado
que en la recoleccion de la dosificacion del FIX, las concentraciones séricas en el animal del FIX a las 24 horas
estaban por debajo del limite de cuantificacion (BLQ), no se calcularon otros parametros PK.
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Tabla 5: Resumen de los parametros PK

Producto Tiempo de vida media Relacion
terminal (horas) (FIX-(CTP)x/rhFIX)
rhFIX { American 2,62 L
Diagnostics)
FIX-CTP 3.53 2.11
FIX-CTP (FIX-CTP- 129 4,92
CTP)

En este estudio, se describié un novedoso enfoque para prolongar el tiempo de vida media del FIX mientras que se
retiene la potencia terapéutica. La adicion de un péptido CTP a una proteina activa tiene un potencial perjudicial al
interferir con la actividad de la proteina. Por lo tanto, la generacién de un FIX-CTP recombinante activo mediante la
adicién de una secuencia CTP en el extremo C-terminal del FIX es inesperada.

Caracterizacion de un FIX-CTP-CTP purificado por inmunoafinidad
Purificacion del FIX-CTP-CTP

Para evaluar una proteina en un contenido de alto grado con aumento de la actividad cuyo perfil PK imita y puede
extrapolarse a un entorno clinico, FIX-CTP-CTP es un FIX modificado con 2 unidades de CTP en tandem en su
carboxilo terminal. FIX-CTP-CTP se purific6 mediante el uso de un anticuerpo monoclonal unido a la matriz contra
residuos y carboxiglutamilo (Gla) presentes en la regién N-terminal del FIX (American Diagnostics Cat. # 3570MX).
El anticuerpo monoclonal se unié a sefarosa CL-4B. La cosecha de FIX-CTP-CTP a una concentracion de 88 pg/ml
se dializé contra Tris 20 mM, NaCl 150 Mm y EDTA 10 mM a pH =7,4. La velocidad de carga fue 0,5 ml/min, la
elucion se realizé mediante el uso de Tris-HCI 20 Mm, NaCl 350 mM y CaCl 50 mM, y la fraccién no unida se recicld
cinco veces. Finalmente, la fraccién de elucion se dializé con PBS, se mezcl6 bien y se concentré.

Determinacion del nivel del antigeno FIX: los niveles de las cosechas de FIX-CTP, las cosechas de FIX-(CTP)2, y la
proteina purificada FIX-(CTP), se determinaron mediante el uso del estuche de ELISA para el FIX humano (Affinity
Biologicals; Cat. #FIX-AG RUO). La concentracion de proteinas calculada (ug/ml) es el promedio de dos ejecuciones
independientes (figura 4, tabla 6).

Tabla 6: Concentracion de proteinas calculada

FIX-CTP FIX-CTP-CTP FIX-CTP-CTP
{purificada)
Nivel del Ag FIX (pg/ml) 125,78 BE.53 172.9
5D 17.28 21.31 2.63
&CV 13.74 24.08 1.52

Adicionalmente, FIX-CTP-CTP se cuantific6 mediante el ensayo de Bradford. La concentracién calculada fue 202
pg/ml, que es similar a la concentracién obtenida por el ELISA para FIX humano.

Transferencias de SDS-PAGE: la cosecha de FIX-CTP-CTP, la fraccion no unida y la proteina purificada, se
cargaron en un gel de Tris-glicina al 12 % mediante el uso del marcador de proteina de color dual Precision Plus
(Bio-Rad). El analisis del SDS-PAGE Coomassie se realiz6 mediante tincién del gel con el reactivo azul de
Coommasie (800 ng de proteina). Se realizd una inmunotransferencia Western con 100 ng de proteina, anticuerpo
policlonal anti-FIX humano (Ac), y Ac monoclonal anti-gamma carboxilacién humana (American Diagnostics Cat
#499 y #3570). El procedimiento de purificacion por inmunoafinidad enriquecié significativamente la porcién FIX-
CTP-CTP mientras que se redujeron las impurezas (figura 5).

Secuenciacion del N-terminal: La proteina purificada FIX-CTP-CTP se separé mediante SDS-PAGE en Tris-glicina al
12 % y posteriormente se electrotransfirié a una membrana de PVDF. La banda de interés se corté y se colocé sobre
un filtro de fibra de vidrio tratada Biobrene, purificado. El analisis de la secuencia N-terminal se llevé a cabo
mediante degradacion de Edmann con el uso de un secuenciador de proteina liquida por pulsos equipado con un
sistema de microgradientes de HPLC 140 C. La secuenciacion del N-terminal revel6 que FIX-CTP-CTP es una
mezcla de proteinas escindidas completas e incompletas del propéptido. Se demostrd que la escision no adecuada
del propéptido reduce la actividad de coagulacion del FIX. Mediante cotransfeccion con furina, el proceso de escision
del propéptido puede mejorarse.

Determinacioén de la actividad cromogénica de FIX: Se realizé una evaluacién comparativa de la potencia in vitro de
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la proteina purificada FIX-CTP-CTP frente a rhFIX (American Diagnostics) y una mezcla de plasma humano normal
mediante el uso del estuche de prueba de la actividad cromogénica disponible comercialmente, BIOPHEN (Hyphen
BioMed 221802). En la presencia de trombina, fosfolipidos y calcio, cantidades en exceso de FXla activan FIX a
FIXa. FIXa forma un complejo enzimatico con trombina (suministrada en cantidades en exceso), fosfolipidos y calcio
activan el Factor X, presente en el sistema de ensayo, a FXa. La actividad se correlaciona directamente con la
cantidad de FIX, que es el factor limitante. El FXa generado se midié por su actividad especifica sobre un sustrato
cromogénico de FXa (pNA). La cantidad de pNA generada fue directamente proporcional a la actividad de FIXa.
rhFIX, plasma humano y FIX-CTP-CTP se diluyeron en serie, y la potencia se evalué mediante la comparacion de
una curva de dosis-respuesta (figura 6). La ECso promedio de rhFIX fue 68,74 ng/ml mientras que la ECso calculada
de FIX-CTP-CTP fue 505 ng/ml. Se observé una disminucion de aproximadamente 7 veces en la actividad
enzimatica de FIX-CTP-CTP frente a FIX recombinante y una disminucién de 16,5 veces frente al plasma normal
humano bien mezclado. Esta actividad reducida puede explicarse por la escisiéon inadecuada del propéptido N-
terminal, que se identific6 mediante andlisis del N-terminal.

Actividad de coagulacion de FIX (aPTT): El tiempo de tromboplastina parcial activada (aPTT) es una medida de la
integridad de las vias intrinseca y comin de la cascada de coagulacion. El aPTT es el tiempo (medido en segundos)
necesario para que el plasma coagule después de la adicién de un activador de la via intrinseca, fosfolipido y calcio.

El ensayo cuantificé la capacidad de la proteina FIX-CTP-CTP para restaurar la actividad de coagulacién del plasma
humano con agotamiento del FIX mediante la adicién de rhFIX. 300 pl de plasma humano deficiente de FIX se
mezcld con 100 pl de rhFIX, FIX-CTP-CTP (FIX-CTP-CTP (los CTP estan en tandem en el C-terminal)), o plasma
humano normal mezclado que se diluyé adicionalmente. Después de una incubacién de 60 segundos a 37 °C, se
afiadio el factor tisular (TF), CacCl,, y fosfolipidos a la mezcla. Se determind el tiempo de coagulacion en segundos.
La potencia se evalu6 mediante la comparacion de una curva de dosis-respuesta de FIX-CTP-CTP con una
preparacion de referencia de rhFIX o plasma humano. Una unidad de FIX se defini6 como la cantidad de FIX que
iguala la actividad de 1 ml de plasma humano normal.

Los resultados de aPTT indican que la actividad de coagulacion de FIX-CTP-CTP es solo 1,4 menor que el plasma
humano normal mezclado y similar al rhFIX. Los resultados de aPTT junto con el ensayo de actividad cromogénica in
vitro sugieren que la purificacion de FIX-CTP-CTP no afecté su actividad.

Actividad farmacocinética de FIX-CTP-CTP: FIX-CTP-CTP purificado, rhFIX (American Diagnostic) y las cosechas
que contenian FIX-CTP-CTP y FIX-CTP se administraron en una Unica inyeccion intravenosa a las ratas Sprague-
Dawley (ocho ratas por sustancia) en una dosis de 100 pg/kg de peso corporal (tabla 7).

Tabla 7: Descripcion del estudio de PK

NGm. de Nivel de vagl de Vol. Puntos de tiempo
Grupos |Elemento de . ; dosis (ug |. Con. .
animales/grupo/punto | dosis inyectado (horas después de la
tratados |prueba de tiempo (ug/ka) por () (ng/ml) dosis)
P HO/kg animal) H
0 (Antes de la dosis)
A rFIX 8 100 20 500 40 0,083,0,5,1,2,4,7,
10, 24, 48, 72.
0 (Antes de la dosis)
B Esgeﬂ; 8 100 20 500 40 0,083,0,5, 1, 2, 4, 7,
10, 24, 48, 72.
0 (Antes de la dosis)
C g:‘ll'ﬁ-(gc-)rspe-cha) 6 100 20 500 40 0,083,0,5,1,2,4,7,
10, 24, 48, 72.
rFIX-CTP-CTP 0,083,0,5,1,2,4,7,
D (purificado) 4 100 20 500 40 10, 24, 4, 8, 72.

Las muestras de sangre se extrajeron de manera retroorbital de 4 ratas alternativamente a las 0,083, 0,5, 2, 4, 7, 10,
24, 48, y 72 horas después de la dosificacién. El plasma citratado (0,32 %) se preparé inmediatamente después del
muestreo y se almacend a -20 °C hasta su analisis. La concentracién del FIX se cuantificé mediante el uso de un
estuche de ELISA para FIX humano (Affinity Biologicals). El perfil farmacocinético se calculé para cada proteina
como la media de 4 animales en cada punto de tiempo (figura 7). El tiempo de vida media terminal se calculé
mediante el uso del programa informatico PK Solutions 2.0. La tabla 8 resume las concentraciones observadas de
FIX en diferentes puntos de tiempo de muestreo.
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Tabla 8: Concentraciones de FIX observadas

Tiempo Cosechade  Cosecha de rhFIX ng/ml  FIX-CTP-CTP
(horas) FIX-CTP  FIX-(CTP), purificada
ng/ml ng/ml ng/ml

0.5 939.12 956.80 274.58 670.92

4 304.98 673.31 186.00 50391

7 171.45 384.36 67.62 257.02

4 10.07 78.50 BLOQ 52.13

En la tabla 9 se presenta un resumen de los pardmetros PK.

Tabla 9: Resumen de los parametros PK

TV: (hr) AUC  ng- MRT (hr) Vd CL
Tiempo
(horas) hr/ml ml/Kg Mihr/Kg
Cosecha de 10,44 9105.7 12 165.4 0.9
FIX-(CTP):
FIX-CTP-CTP 1114 63142 12, 254.5 15.83
purificada

La cosecha de FIX-CTP-CTP demostrdé un mejor perfil PK en comparacion con la cosecha de FIX-CTP. Ademas,
FIX-CTP-CTP purificado mostré un aumento de 3 veces en el valor de T%g y un aumento de 4,5 veces en el AUC en
comparacioén con rhFIX.

La cantidad reducida del FIX secretado fusionado a las moléculas CTP en tandem frente a la fusion de un Unico CTP
parece deberse a la adicion de un CTP adicional y no a la deteccién reducida del ELISA, porque la concentracién
calculada de FIX-CTP-CTP purificado por Bradford fue similar a la concentracién calculada por ELISA.

La actividad de coagulacion de FIX-CTP-CTP fue similar al plasma humano mezclado; sin embargo, su actividad
cromogénica in vitro fue significativamente menor cuando se compar6 con rhFIX o el plasma humano mezclado. El
ensayo de actividad cromogénica se reportd6 como un ensayo muy sensible en comparacion con el ensayo de
coagulacion. El motivo de la actividad reducida de FIX-CTP-CTP puede variar. La adicion de CTP puede disminuir la
afinidad de FIX por el FXla o reducir las modificaciones postranscripcionales (por ejemplo 12-10 residuos GLA y la
escision del propéptido). El analisis del N-terminal revel6 que la escision proteolitica del propéptido de FIX-CTP-CTP
no se completé totalmente antes de la secrecion. Dado que esta modificacion postranscripcional es crucial para la
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actividad enzimatica normal de la proteina, la cotransfeccién con el plasmido de furina-PACE es favorable y puede
mejorar la actividad de FIX-CTP-CTP.

Finalmente, el estudio PK comparativo de FIX-CTP-CTP en ratas demostré que la fusién de dos CTP en tandem al
C-terminal del FIX generd un FIX con un tiempo de vida media prolongado.

Modelo de raton con agotamiento de FIX: Para evaluar la actividad in vivo, se obtienen ratones con inactivacién del
FIX, y se establece una colonia de reproduccion. Se inyectaron 10 ug de hFIX recombinante comercial (BeneFIX®) o
de rFIX-(CTP), (FIX-CTP-CTP) en la vena de la cola de un ratén con inactivacion del FIX, anestesiado (22-28 g). La
cantidad de proteina inyectada es igual a la concentracion requerida de FIX en el plasma normal (5 pg/ml). Las
muestras de sangre se toman de la cola comprimida a los tubos capilares heparinizados en puntos de tiempo
especificos. Las muestras de plasma se evallan en cuanto a los niveles de FIX mediante ELISA y se mide la
eficacia mediante el ensayo de coagulacion de aPTT.

Aumento de la eficacia de la escision del propéptido de FIX: El ADNc del péptido CTP se fusion6 al extremo 3’ del
ADNCc del FIX humano. Las construcciones de expresion de rFIX y Furina correspondientes se co-transfectaron en
células Dg44; un ADNc de rFIX humano también se co-transfecté con el plasmido de furina como control. La
secrecién de un alto nivel de FIX conduce a la secrecién de una mezcla del pro-factor y un factor FIX maduro,
debido a la cantidad limitada de la proteasa de furina en la célula. La cotransfeccion de un vector de expresién de
furina con un vector de expresién del pro-factor aumenta la recuperacion y da como resultado la secrecién de FIX
completamente procesado al medio.

Después de la cotransfecciéon de FIX-(CTP). y furina, los clones estables se generan y la cosecha se recolecta para
la evaluacion de la escision del propéptido. Se cargan 100 ng de proteina en gel de Tris-glicina al 12 % mediante el
uso del marcador de proteina de color dual Precision Plus (Bio-Rad). El andlisis por SDS-PAGE se realiza mediante
inmunotransferencia Western con el uso de Ac policlonal anti-FIX humano (American Diagnostics) y anticuerpo
policlonal anti-propéptido. Como se informé previamente, el rhFIX migré a 55 KDa, mientras que el FIX fusionado a
dos CTP migré a 75 kDa. Se muestra que ambas variantes de proteinas FIX experimentan una adecuada escision
completa del propéptido.

Para determinar si la escision adecuada del propéptido mejora la actividad enzimatica de FIX-(CTP)., se realiza una
evaluacion comparativa de la actividad cromogénica y de coagulacién de la cosecha de FIX-(CTP), cotransfectada
con furina. Se observa una mejora significativa de la actividad especifica de FIX-(CTP)2, que es similar a rhFIX.

En conclusién, los resultados descritos en la presente sugieren que FIX-CTP-CTP puede usarse eficazmente para el
tratamiento de pacientes con hemofilia B. El FIX fusionado a las construcciones de CTP tiene el beneficio de un
mejor rendimiento farmacoldgico in vivo que supera el inconveniente en determinadas medidas in vitro. Este
tratamiento propuesto es ventajoso respecto a los tratamientos anteriores ya que se reduce la tasa de infusiones y la
cantidad de dosis requeridas.

Es importante sefialar que cuando se us6 una estrategia de una molécula fusionada a la albimina para mejorar el
tiempo de vida media del FIX, el FIX recombinante se inactivé. El novedoso enfoque actual conduce al disefio y la
purificacién de una novedosa proteina fusionada con FIX recombinante que presenta una mejor actividad a largo
plazo. Dado que las modificaciones de tamafio solas no mejoraron la farmacocinética del FIX inyectado, el hallazgo
de que el CTP fusionado al FIX facilita los parametros farmacocinéticos fue inesperado. La presencia de residuos de
acido sialico en el péptido altamente glicosilado estabilizd la proteina y la protegié de las interacciones con los
receptores vasculares sin anular los determinantes principales de la funcién de FIX.

FIX-CTP tiene una eficacia terapéutica similar al rFIX en los pacientes con hemofilia B y se necesité una dosificacion
menos frecuente. Una Unica inyeccion de FIX-CTP es suficiente para controlar los episodios de hemorragia y reducir
la cantidad de inyecciones que se necesitan durante una intervencién quirdrgica en pacientes con hemofilia B.

La tecnologia de CTP se utiliz6 para el desarrollo de un FIX de accién prolongada. Especificamente, la prolongacion
del tiempo de vida media de la molécula de rFIX recombinante se realizd6 mediante la fusion de al menos un CTP
humano al FIX. El FIX recombinante-CTP se expreso6 en células de mamifero y se caracterizé in vitro e in vivo. Se
demostré que la actividad in vitro de rFIX-CTP fue comparable con rFIX. Los estudios de farmacocinética y eficacia
en ratas demostraron propiedades mejoradas del rFIX-CTP. Los resultados de este estudio demuestran que es
posible desarrollar una molécula de rFIX con un tiempo de vida media prolongado que tenga propiedades
hemostaticas similares a la enzima de tipo silvestre.

Ejemplo 2
Evaluacién comparativa del FIX-CTP3 purificado vs. FIX-CTP4 y FIX-CTPs

2.1 Objetivo del estudio
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Una evaluacion comparativa de los parametros farmacocinéticos de FIX-CTP4,y FIX-CTPs frente a FIX-
CTP3 después de un proceso de purificacion parcial.

2.2 Produccién de cosechas de FIX-CTP4 y FIX-CTPs

El ADNc de FIX (OriGene RC219065) fusionado en el extremo C-terminal a cuatro o cinco secuencias de CTP en
tandem se expresoé en células Dg44 mediante el uso del sistema de expresion Excellgene en presencia de vitamina
K3 a 10 ng/l (Sigma, Mennadion). Las cosechas se recolectaron (300 ml), filtraron y congelaron.

2.3 Produccién de la cosecha de FIX-CTP3

FIX-CTP3 se expres6 en el laboratorio en células CHO mediante el uso del vector pCI-DHFR, clon 196, BR-9 en
presencia de vitamina K3 a 25 ng/l (Sigma). Las cosechas se recolectaron vy filtraron.

Todas las muestras de FIX-CTP (3, 4 y 5 CTP) se purificaron solo mediante una columna de jacalina debido a la falta
de material.

2.4 Determinacion del nivel del antigeno FIX

El nivel del antigeno FIX se determind mediante el uso del estuche de ELISA para el FIX humano (Affinity
Biologicals; Cat. # FIX-AG RUO). La concentracién de proteinas calculada es el promedio de cuatro ejecuciones
independientes. La concentracion de FIX-CTP3 fue ligeramente mayor en comparacion con las dos versiones
adicionales (tabla 10).

Tabla 10: Nivel del Ag FIX

Prom.

101669 d4644.11 168682
(ng/ml)
'SD 22541 92563  160.07

| RCV 22.17 19.93 9.49

2.5 Tincién de Coomassie e inmunotransferencia de FIX-CTP

Las cosechas de FIX-CTP3, FIX-CTP4 y FIX-CTPs se cargaron en un gel de Tris-glicina al 12 % mediante el uso del
marcador de proteina de color dual Precision plus (Bio-Rad). El andlisis por SDS-PAGE se realizé mediante
inmunotransferencia Western con el uso del Ac policlonal anti-CTP (Adar Biotech Production) o Ac anti-Gla
(American Diagnostica).

Como se inform6 previamente, el FIX fusionado a tres CTP migré a 80 kDa mientras que el FIX fusionado a cuatro o
cinco CTP migré a 85 KDa o 90 KDa, respectivamente. Como se esperaba, las cosechas de FIX-CTP, y FIX-CTPs
de Excellgene mostraron muy bajos niveles de gamma carboxilacion en comparacion con la cosecha de FIX-CTP3,
que se produjo en Prolor (figura 8).

Después de un proceso de purificacion con la utilizacion de una columna de jacalina (purificacion por inmunoafinidad
de las proteinas glicosiladas), FIX-CTP3, FIX-CTP4 y FIX-CTPs se cargaron en un gel de Tris-glicina al 12 %
mediante el uso del marcador de proteina de color dual Precision Plus (Bio-Rad). El SDS-PAGE se tifi6 mediante el
colorante azul de Coomassie para la deteccion de las muestras. Todas las variantes mostraron perfiles de bandas
mucho mas limpios (figura 9), lo que sugiere una mayor pureza.

49



10

15

20

25

30

ES 2665319 T3

2.6 Determinacion de la actividad cromogénica de FIX

Se realizé una evaluacion comparativa de la potencia in vitro de FIX-CTP3, FIX-CTP4 y FIX-CTPs completamente
purificados (columna HA) frente al plasma mezclado normal humano mediante el uso de un estuche de prueba de la
actividad cromogénica disponible comercialmente, BIOPHEN (Hyphen BioMed 221802). Todas las muestras se
diluyeron en serie, y la potencia se evalu6 mediante la comparaciéon de una curva de dosis-respuesta con una
preparacion de referencia de plasma normal humano. La reduccion de la actividad cromogénica de FIX-CTP4 y FIX-
CTPs (figura 10) en comparacion con el plasma puede ser una consecuencia de modificaciones postranscripcionales
inadecuadas de las proteinas FIX, por ejemplo gamma carboxilacién y escision del propéptido inapropiadas o,
alternativamente, debido a la adicién de los casetes de CTP. La fluctuacion en la actividad de FIX-CTP4 y FIX-CTPs
(tabla 11) podria estar causada por las inapropiadas capacidades de cuantificacion del ELISA para FIX debido al
enmascaramiento del CTP del sitio antigénico.

Tabla 11: Relacién de EC50 muestra/plasma

| Plasma 1

3 CTP Final HA 2

|4CTPFinal HA 535
|

5 CTP Final HA

[

73

2.7 Estudio farmacocinético

FIX-CTP3, FIX-CTP4 y FIX-CTPs purificados en jacalina (Grupo A, B y C, respectivamente) se administraron en una
Unica inyeccion intravenosa a las ratas Sprague-Dawley (seis ratas por grupo de tratamiento) a una dosis de 250
Hg/kg de peso corporal. Las muestras de sangre se extrajeron de manera retroorbital de 3 ratas alternativamente a
las 0,083, 0,5, 2, 5, 8, 24, 48, 72 y 96 horas después de la dosificacion (tabla 12). El plasma citratado (0,38 %) se
preparé inmediatamente después del muestreo y se almacend a -20 °C hasta su andlisis.

Tabla 12: Plan de operacion del estudio PK

. . Nivel de Vol. Puntos de tiempo
Grupo de . NUm. de Via de ; . Conc. .
. Tratamiento . ..~ .. |dosis (ug por |inyectado (horas después de la
tratamiento animales/grupo | dosificacién ; (ng/ml) :
animal) (V)] dosis)
FIX-CTP*3 0,083,0,5, 2,5, 8,
A jacalina 40 |° v 50 200 250 154 48,72, 96
FIX-CTP*4 0,083,0,5, 2,5, 8,
B jacalina 40 |° v 50 200 250 154 48,72, 96
FIX-CTP*5 0,083,0,5, 2,5, 8,
c jacalina 40 6 v 50 200 250 24,48, 72, 96

La concentracion del FIX en las muestras de plasma se cuantific6 mediante el uso de estuches de ELISA para FIX
humano (Affinity Biologicals). El perfil farmacocinético se calcul6 y es la media de 3 animales en cada punto de
tiempo. Los tiempos de vida media terminal se calcularon mediante el uso del programa informatico PK Solutions 2.0
x. La tabla 13 mas adelante resume las concentraciones de FIX calculadas en los diferentes puntos de tiempo de
muestreo.
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Tabla 13: Concentraciones de FIX calculadas

sD Pr. 5 sSD
4 | CIP 3
CTP ng/ml CTP

0.083 1087.82 | 7239 | 904.54 | 21.06 | 1097.23 | 82.24

Tiempo | pr 3cTP| SD | Pr. 4CTP
(horas) ng/ml ICTP | ng/mi

0.5 774.18 | 8631 73682 | 66.93 | 99879 | 70.43
2 56223 | 370 | 627.09 | 3247 | 74785 | 14.02 |
|5 | 35744 | 863 | 43123 | 2941 ] 57649 | 2736 |
8 23920 | 7.82 | 32746 | 3026 | 394.96 | 3648 |
24 77.08 426 | 10738 | 5.8 | 14242 [ 1613 |
48 21.713 202 | 3983 | 185 | 5366 | 3.33 |
72 12.55 1.48 21.53 1.55 | 23.54 3.32
9% 6.66 123 | 1063 [ 013 ] 1854 | 339 |

El perfil PK y un resumen de los pardmetros PK se presentan en la tabla 14 mas adelante y en la figura 11. Un perfil
del andlisis PK en todos los puntos de tiempo sugirid que la adicién de 4 o 5 casetes de CTP al FIX no aument6 su
tiempo de vida media en comparacion con FIX-CTP3. El AUC después de la administracion de FIX-CTPs aumenté
en 1,4 a 1,6 veces frente a FIX-CTP3, el cual no fue estadisticamente significativo.

Tabla 14: Perfil PK y resumen de los parametros PK

24- 96 horas 3CTP 4 CTP 5CTP
Tiempo de vida media (horas) 20,43 22,02 23,96
AUC (ng-horas/ml) 8218,38 10504,49 13329,41
vd (ml/kg) 700,76 586,02 494,89
CL (ml/horas/kg) 23,77 18,45 14,32

Dado que se demostrd que las muestras a las 96 horas después de la dosificacion tenian concentraciones de FIX
muy bajas, que estaban por debajo del limite de cuantificacion del ensayo, el tiempo de vida media terminal se
recalculé para proporcionar un célculo mas preciso y cientificamente adecuado (tabla 15). De acuerdo con este
célculo, se obtuvieron incluso las diferencias mas pequefias entre el tiempo de vida media de FIX-CTP3, FIX-CTP,4 y
FIX-CTPs.

Tabla 15: Tiempo de vida media terminal recalculado
8-72 horas 3CTP 4 CTP 5CTP

Tiempo de vida media (horas) 15,38 16,63 16,04

2.8 Conclusiones:

En este estudio, se evaluaron los parametros farmacocinéticos y la actividad de coagulacion potencial de FIX-CTP3,
FIX-CTP4 y FIX-CTPs. La fusién de 4 y 5 CTP al FIX no proporciond una superior 0 mayor extension del tiempo de
vida media, en comparacién con FIX-CTP3, y se observo una reduccién de la actividad cromogénica. La tabla 16
mas adelante resume la mejora en por ciento del tiempo de vida media para las diferentes variantes fusionadas FIX-
CTP (1 a 5 CTP). La fusion de CTP al FIX mejor6 su comportamiento farmacocinético, pero, de manera
impredecible, esta mejora fue limitada. Sorprendentemente, después de la fusion de 3, 4 0 5 CTP en tandem al FIX,
se calcul6 un valor similar del tiempo de vida media.
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Tabla 16: Resumen del por ciento de mejora del tiempo de vida media

Versién de FIX 14 (8-72hr)
% de incremento
rhFIX vs. ICTP 112
ICTP vs. 2CTP 141
2CTP vs. 3CTP | 37
ACTP vs. 4CTP 6
4CTP vs. SCTP 0

Estos datos sugieren que la fusiéon de 3 CTP al FIX produce una mejora maxima en el tiempo de vida media de la
proteina, lo que confirma que FIX-CTP3 es la variante ¢ptima en términos de tiempo de vida media, estructura y
actividad potencial de coagulacion para el desarrollo clinico futuro.

Ejemplo 3
Tratamiento con FIX-CTP3 del modelo de raton hemofilico FIX-/-

Como se describié anteriormente, se realizdé un estudio que probd el perfil PK de las cosechas de FIX-CTP, FIX-
CTP, y FIX-CTP3 y la actividad de coagulacion frente a rhFIX. FIX-CTP3 mostré un mejor perfil PK a la vez que
mantuvo su actividad de coagulacion frente a las cosechas de FIX-CTPi1y FIX-CTP, o rhFIX. Para evaluar
adicionalmente este resultado, se purifico la proteina FIX-CTP3 y-carboxiglutamato. FIX-CTP3 muestra un aumento
de 3 veces en el tiempo de vida media y un AUC 4,5 veces mayor en comparacion con rhFIX en las ratas normales
después de una Unica administracion IV. FIX-CTP3; demostré una reduccién de la actividad cromogénica y de
coagulacién in vitro, muy probablemente debido a la escisién insuficiente del propéptido N-terminal y a
modificaciones postranscripcionales (PTM) inadecuadas, tal como la gamma carboxilacion adecuada.

En el estudio actual, se analizaron las propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas del FIX humano
recombinante fusionado a tres CTP en tdndem en ratones deficientes de FIX.

Propésito del estudio:

Determinar los parametros farmacocinéticos y farmacodinamicos de rFIX-(CTP)s frente al rhFIX comercial
(BeneFIX®) en ratones deficientes de FIX después de una Unica administracion IV de FIX-(CTP); a una actividad
especifica y dosis similares (actividad especifica similar a la PD y similar constante de FIX para la PK).

Produccién de la cosecha de FIX-CTP3:

El ADNc de FIX (OriGene RC219065-Thr 148) fusionado en el extremo C-terminal a tres secuencias de CTP en
tandem se expreso en células Dg44 mediante el uso del sistema de expresion Excellgene en presencia de vitamina
K3 a 25 ng/ml (Sigma, Mennadion). Se cultivaron cinco lotes separados que contenian 5 litros de suspension celular
(total de veinticinco litros) y se cosecharon después que la viabilidad disminuyé a 60-70 %. La cosecha se filtr6 y
congel6 a -70 °C.

Determinacion del nivel del antigeno FIX de la cosecha:
El nivel del antigeno FIX de la cosecha se determiné mediante el uso de un estuche de ELISA para FIX humano
(Affinity Biologicals; Cat. # FIX-AG RUO). El nivel del antigeno se calcul6 por cada lote. La concentracion del FIX se

mantuvo entre los diferentes lotes (tabla 17).

Tabla 17: Nivel del antigeno FIX
Nivel del antigeno FIX

Lote #1 Lot #2 Lot #3
Pr. (pg/ml) 28,81 32.74 42.9
STD 2 2.69 4.0
e CV 8.84 8.38.2 9.4

Proceso de purificacion de FIX-CTP3:

Después de un corto estudio de purificacion, se realizé un proceso de purificacion mediante el uso de las siguientes
3 columnas: DEAE sefarosa, Heparina sefarosa e hidroxiapatita ceramica HA Bio Rad tipo 1 (40 um), FIX-CTP3;. Se
purificé la proteina enriquecida y-carboxilada. En resumen: Se descongelaron cinco litros de cosecha clarificada a 4
°C durante un periodo de 4 dias. Para cada lote de purificacion, la cosecha clarificada (2 litros) se concentré 4 veces
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y se dializ6 contra Tris-HCI 20 mM pH 8,2 mediante el uso de un cartucho desechable de fibra hueca con un valor de
corte del peso molecular nominal de 10 KDa. Este proceso (UFDF1) se realizd dos veces, y se cargé un litro de
UFDF1 en columna de DEAE sefarosa, y el Factor I1X se eluy6 con Tris-HCI 20 mM, NaCl 200 mM, CaCl2 10 mM pH
8,2. El producto se diluyo 1:1 con Tris-HCI 20 mM, CaCl2 10 mM pH 7,5, y el pH se ajust6 a 7,5 antes de cargar en
la columna de Heparina sefarosa. La elucién se realizé con Tris-HCI 20 mM, NaCl 300 mM, y CaCl2 10 mM pH 7,5.
El producto eluido se concentré y dializé contra fosfato 10 mM pH 6,8 mediante el uso de una membrana con valor
de corte de 10 KDa del casete Pellicon XL (UFDF2). El producto se cargé en una columna HA, y la fraccién activada
del Factor IX se eluy6 con fosfato 150 mM pH 6,8. El producto de purificacién se concentré hasta una concentraciéon
objetivo de 2 mg/ml y se dializé contra TBS pH 7,45, se dividié en alicuotas y se almacen6 a -70 °C.

El proceso de purificacion se repitié cinco veces, de manera semanal para purificar el volumen total (25 litros). Los
procesos de purificacién se denominaron HA# 6-10. Cada producto de purificacién se evalué separadamente (App #

1-5). Al final del proceso de purificacion, los diferentes lotes se combinaron y se concentraron adicionalmente hasta
una concentracion objetivo de 4 mg/ml.

Propiedades analiticas de FIX-CTP3:

Determinacion del nivel del antigeno FIX

El nivel del antigeno de la proteina FIX-CTP3 enriquecida y-carboxilada se determiné mediante el uso de un estuche
de ELISA para FIX humano (Affinity Biologicals; Cat. # FIX-AG RUQ). La concentracion de proteinas calculada es el

promedio de dos ejecuciones independientes (tabla 18).

Tabla 18: Nivel del antigeno FIX-CTP3

ELISA #1 de mezcla de FIX-CTP: [ ELISA #_2 de mezecla de FIX-CTP: § Pr..
purificada en HA purificada en HA i Final
il 1 2 | Pr. Il 1 2 |Pr. .
1 | 412240 1TRIE0 159TOAS 1 MNEN w2260 | As6R240 | 360250 | 36) aeaa
OO0 1915600 | 4138440 | 4037020 2600000 | ITO6E20 | 3595540 | 3651180 | 3844000
e Sl N | i Ss8a4 CREET TS A434A530 e b R T T4 W TaN LTS W a1y T ]
§ R 40FAAST A0 104 JOS0Z TR 1 e ARGAZDT R4 304 AT TARAR 391 2038
Fr. Pr.
_ingfml} _IBI0684 | 40018 | I9EI651 | (opfmly | IF/SAEL | ISSAT08 | IEZION6 | IEIIFII
ST VAR VAT 3R T F74313% | ST HEA TGS | A3 6Y F VN B 154450 6
WV & GRST0Y | S 761884 | 6 RETTIZ | OV 22043473 | | 18497 | 1. 70097 | 4020338
Fr. Pr. T e L
{rmgfmil 3 BFSARL | 4069618 | 3982651 | (mgifml) 1773484 | 3594708 | 3 ARADDE
ELISA #l de mezcla de FIX-CTP, ELISA #2 de mezcla de FIX-CTPF: Pr.
purificads en HA purifapads cn AR | final
17l 1 2| Pr. ¥l 1 2| Fr. B
T L MMMD | AAI2240 | VIRIAAG | AS07035 | 10NN | 302360 | AS6RI0 | WGM02S0 | 361 M3
2606 | 3915600 1] S50 W TO20 2N AFOGEM | 3595540 6511580 | 3840100
S20MMMD | ADSHS | AVEENG | 4246320 A WK LERTET 1A AOTAS L 1 1M WMET 1
TOIWNN) | 4096352 | 008104 | 050278 1 0 IRGITO? | BGELE0Y | ATTIRAS 101 MR
Pr. EFr.
{ngfanly ARDSOEEL WGHGIE | 3982651 | (ngfml) 17T LARA IF0LTOR LEE M IHAIIT
ST VAEMGT S | 2R4E6.7 | 2743185 | ST HOSTH GO | 65160 65 | 63060 86 | 154459 6
LY H.GESTOY 5 76Gi8S4 G ERTTIZ Y 3 P43 i8]R407 (L N3 TE
Fr. Fr. e
{emagdenld b 1 R9568 | 4069618 | 3983651 | {mglml) 17T RRA | R S0aTOR | A 6s006 B

Transferencias de SDS-PAGE:

La proteina enriquecida y-carboxilada FIX-CTP3, rhFIX y rFIXa (FIX activado) se cargaron en un gel de Tris-glicina al
12 % mediante el uso del marcador de proteina de color dual Precision Plus (Bio-Rad). El analisis de Coomassie en
SDS-PAGE se realiz6 mediante tincion del gel con el reactivo azul de Coomassie (800 ng de proteina) (figura 12).
Una inmunotransferencia Western se realiz6 mediante el uso de 100 ng de proteina con Ac policlonal anti-FIX
humano (figura 12B), anticuerpo monoclonal anti-gamma carboxilacion humana (American Diagnostics Cat #499,
3570) (figura 12C), Ac policlonal anti-propéptido de FIX (figura 12D), y Ac policlonal anti-CTP (figura 12E). Como se
informé previamente, el FIX-CTP3 migré a 75 KDa.

El procedimiento de purificacién enriquecio significativamente la porcion FIX-CTP3 a la vez que redujo impurezas. El
rendimiento del proceso de purificacién fue muy bajo en el intervalo de alrededor de 2-3 % (datos no mostrados)
debido al requisito de recolectar solo las fracciones FIX-CTP; y-carboxiladas, como se demuestra en la
inmunotransferencia anti-Gla (figura 12B). Basado en la tincion de Coomassie y la inmunotransferencia de FIX, la
porcién de FIX-CTP3 es solo de alrededor de 60-70 %, y también se detectaron bandas adicionales de menor peso
molecular, presumiblemente con menos formas de glicosilacion.

53



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2665319 T3

Actividad de coagulacion de FIX-CTP3:
Actividad cromogénica de FIX-CTP3:

Una evaluacién comparativa de la potencia in vitro de la cosecha de FIX-CTP3; y de la proteina enriquecida y-
carboxilada FIX-CTP3, frente al plasma mezclado normal humano se realiz6 mediante el uso de un estuche de
prueba de la actividad cromogénica, disponible comercialmente, BIOPHEN (Hyphen BioMed 221802). La cosecha
de FIX-CTP3 y la proteina se diluyeron en serie, y la potencia se evalu6 mediante la comparacion de una curva de
dosis-respuesta con una preparacion de referencia que consistid en plasma normal humano. Como se demostré
previamente, la cosecha de FIX-CTP3 fue 50 veces menos activa que el plasma humano mezclado (tabla 19, figura
13). Después de la purificacion de FIX-CTP3, la actividad cromogénica mejoré significativamente y fue solo 4,72
veces menos activa que el plasma humano mezclado (tabla 19, figura 13). La actividad cromogénica reducida de la
cosecha puede ser una consecuencia de inadecuadas modificaciones postranscripcionales de las variantes de la
proteina FIX, por ejemplo inapropiadas gamma carboxilacién y escision del propéptido. Después de la purificacion y
enriquecimiento de la fraccion y-carboxilada FIX-CTP3, la actividad fue mejor, lo que demuestra la contribuciéon
importante de la y-carboxilacion a la actividad del FIX.

Tabla 19: Actividad cromogénica de FIX-CTP3

Muestra ECs Relacidon de

(ng/ml) EC50
muestra/plasma

Cosecha de 741.3 544

FIX-(CTP);

FIX-CTP; 6d.6 4,72

pur.

Plasma 13.63 |

Ensayo de coagulacion de una etapa (aPTT):

El tiempo de tromboplastina parcial activada (aPTT) es una medida de la integridad de las vias intrinseca y comuin
de la cascada de coagulacion. El aPTT es el tiempo, en segundos, para que el plasma se coagule después de la
adicion de un activador de la via intrinseca, fosfolipido y calcio. Lo importante del ensayo fue cuantificar la capacidad
de FIX-CTP; para restaurar la actividad de coagulacion del plasma humano con agotamiento de FIX mediante la
adicion de rhFIX. Se mezclaron 200 ul de plasma humano deficiente de FIX con 25 pg/ml de FIX-CTP3y se
diluyeron adicionalmente en TBS. Después de una incubacion de 60 segundos a 37 °C, se afiadieron 50 pl del
activador de PTT (Actina FS) y 50 pl de calcio 25 mM a la mezcla, y se determiné el tiempo de coagulacion en
segundos mediante el uso de un Coagulador Sysmex® CA 1500 (realizado por Sheba hospital, Centro Nacional de
Coagulacion, mediante el uso de un ensayo de aPTT validado). La potencia se evalué mediante la comparacion de
FIX-CTP3 con la curva de dosis-respuesta de una preparacién de referencia de plasma mezclado normal humano.
Los resultados se expresan en por ciento de actividad interpolada a partir de la curva estandar que incluye niveles
de FIX de <1-110 %. FIX-CTP3 mostré una reduccién de 15-20 veces en su actividad de coagulacion frente al
plasma mezclado normal humano ya que la actividad de 5 pg/ml, que es el valor normal de FIX en el cuerpo, se
demostré que fue de 6,5 % (tabla 20).

Tabla 20: Actividad de coagulacién de FIX-CTP3

Concentracion de FIX Concentracién en la % de actividad de FIX

segun el proveedor muestra analizada (normalizado respecto al plasma
FIX- | (mg/ml) (ug/ml) mezclado normal humano)
CTPs 25 34,7
3,83
5 6,5

FIX-CTP3 también mostré aumento del tiempo de coagulacién en comparacion con BeneFIX® (tabla 21 y figura 14).

54



10

15

20

25

30

ES 2665319 T3

Tabla 21: Tiempo de coagulacion comparativo (aPTT)

Tiempo de coagulacién
FIX-CTP: BeneFIX®

38ug/ml 77.6

19ug/ml 834

7.6ug/ml 93.2 50.6
3.8ug/ml 104.8 57.6
1.9ug/mi 112.2 63.7
0.95ug/ml 1226 715
0.475ug/ml 83.7

0.238ug/ml 943

Se realiz6 un ensayo de coagulacién adicional de manera independiente en ratones deficientes de FIX por el Dr.
Paul Monahan en la Universidad de Carolina del Norte antes de iniciar el estudio PK-PD. Los resultados de aPTT
sugirieron que la actividad de coagulacion de FIX-CTP3 es 40 veces menor que el plasma humano mezclado normal
como se demuestra por el periodo mas prolongado (segin se midi6 en segundos) y la mayor concentracion
necesaria para la actividad de coagulacion adecuada (tabla 22).

Tabla 22: Actividad de coagulacién comparativa

Actividad de FIX (unidades)
FIX-CTP: BeneFIX®

J8ug/ml 13.9

19ug/ml 88

7.6ug/ml 4 116.8
3. 8ug/ml 1.6 674
1.%ug/ml 09 41.7
0.95ug/ml 04 224
0.475ug/ml 8.5

0.238ug/m 37

La actividad especifica (u/ml), que se bas6 en el nivel del antigeno FIX segun se calculé mediante ELISA para FIX-
CTP3 y BeneFIX®, fue de 4,46 y 198,9 respectivamente.

La inconsistencia en la actividad calculada de FIX-CTP3; como se demuestra en los ensayos cromogénicos frente a
aPTT puede explicarse por la sensibilidad superior del ensayo de aPTT y la relevancia in vivo. En el ensayo de
actividad cromogénica, estd presente una cantidad en exceso de los reactivos y enzimas lo que puede activar
versiones de FIX menos potentes. La diferencia en los valores de actividad especifica de FIX-CTP puede explicarse
por el uso de diferentes reactivos y equipos automatizados. El valor de actividad segun se calculé en la Universidad
de Carolina del Norte se us6 para el disefio del estudio PK-PD.

Deteccion de la proteina FiIXa:

Para confirmar que después del proceso de purificacion, no se produjo activacion de FIX (FIXa), se realizé un
ensayo de deteccion de FIXa mediante el uso del ensayo cromogénico de FIXa Biophen (Cat. # Ref. 221812). El
ensayo mide la cantidad de FIXa presente en una muestra especifica mediante el uso de la cascada de actividad
cromogénica, como se describié previamente. FIX-CTP3 y rhFIX se diluyeron y se evaluaron los niveles de FIXa.
FIX-CTP3 no se activé durante la purificacion o el almacenamiento (tabla 23).
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Tabla 23: Deteccion de FIXa

Muesira g rhFIX
CTPs

Conc. iniciat 1000 5.7
(mg/ml)

rFilXa BLO 0.0487

(mg/ml)

% de FIXa en BLQ) 0.085
la muestra

Estudio PK-PD de FIX-CTP3: FIX-CTP3 y rhFIX (BeneFIX®) se administraron en una Unica inyeccién intravenosa a
los ratones C57BI deficientes de FIX en una dosis de 625 pg/kg de peso corporal que contenia 100 Ul de FIX/kg de
peso corporal. Las muestras de sangre se extrajeron de manera retroorbital de 3 ratones alternativamente a las 0,25,
4, 24, 48, 72 y 96 horas después de la dosificacion. El plasma citratado (0,32 %) se preparé inmediatamente
después del muestreo y se almacené a -20 °C hasta su analisis. Se evalud el nivel del antigeno hFIX, y se realizd un
analisis PK detallado. Para evaluar la capacidad de FIX-CTP3; de prolongar la actividad de coagulacion de los
animales deficientes del FIX en comparacion con BeneFIX®, se calcul6 la actividad del FIX en muestras plasmaticas
citratadas, extraidas de ratones tratados FIX-/-, mediante el uso de un ensayo automatizado de la actividad del FIX
(tabla 24).

Tabla 24: Descripcion del estudio

Producto |Administracién |Dosis Num. de |Puntos de extraccion Cantidad
ratones (horas después de la|requerida
dosificacién)

**Cohorte |FIX-CTP3 |Dosis Gnica: IV |100 UI/Kg 2,5|12 0,25,1, 4,8, 16, 24, 48 6636 g
1 Ul/ratén (553 |ratones,
pg/raton)
Cohorte 2 |FIX-CTP3 |Dosis Unica: IV |**472 pHg/Kg |18 ratones |*0,25,1*, 4*8 *16* 24* (200 pg 12,57
12,57 pg/ratén 48*, 72*,96* pg/raton
**Cohorte BeneFIX |[Dosis Unica: IV |100 UI/Kg 2,5|18 0,25, 1,4,8,16, 24, 48,/226,3 Mg
3 ® Ul/ratén ratones, *72,*96 12,57
pg/ratén

* Puntos de extraccion para PK solo
** Sangrado por la vena de la cola en T=48 después de la dosificacion; cohortes 1y 3

Perfil farmacocinético de FIX-CTP3 en ratones FIX"

La concentracion del FIX se cuantificd mediante el uso de estuches de ELISA para FIX humano (Affinity Biologicals;
Cat. # FIX-AG RUO). El perfil farmacocinético se calcul6 para cada proteina y es la media de tres animales en cada
punto de tiempo. La tabla 25 mas adelante y la figura 15 resumen las concentraciones de FIX calculadas en los
diferentes puntos de tiempo de muestreo para las cohortes 1 y 3. Mas adelante se presentan el perfil PK y un
resumen de los parametros PK (tablas 26 y 27). También se realizé un andlisis PK para la cohorte #2 para verificar
la exposicion (datos no mostrados).
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Tabla 25: Concentraciones de FIX

Punto de FIX-CTPs BeneFIX®
tiempo (horas) ng/ml ng/ml
0.25 3645.397 2823.023
1 2411.09 2416.248
4 1703.205 1506.228
] 1139.736 864,764
16 41532 347.465
24 238.37 158.7973
36 141.0105 94 40067
45 95.461 4228833
72 7690953 11.87567
9% 24,955 BLO

Se us6d un médulo de dos compartimentos (programa informatico WinLin) para determinar AUCO-inf, Tierminal Y
aclaramiento (CL). Los parametros PK se describen mas adelante en la tabla 26.

Tabla 26: Propiedades PK

Version TVaa T B AUC CL Vss

del FIX {1/hr) {1/hr) ng/ml*hr  ml/Kg/hr PR () (ml/Kg)
BeneFIX® 3.4 12.7 22428 29 11.5 320.8
FIX-CTP: 4 28.7 31770 19 22 425.2

La adicion de los tres "casetes" de CTP al rhFIX prolong6 el tiempo de vida media in vivo de FIX en al menos 2,5
veces. El AUC después de la administracion in vivo de FIX-CTP3; aumenté 2 veces frente a rhFIX. Los ratones
inyectados con FIX-CTP3; demostraron un mejor perfil PK en comparaciéon con los ratones inyectados con
BeneFIX®.

Perfil farmacodindmico de FIX-CTP3 en ratones deficientes de FIX:

En paralelo al muestreo de PK, los animales deficientes del FIX administrados con BeneFIX® o FIX-CTPs, las
muestras plasmaticas citratadas, se evaluaron en cuanto a su actividad de coagulacion mediante el ensayo de
aPTT, que se tradujo a % de actividad. El % de actividad en cada punto de muestreo se calculé como el tiempo de
coagulacién actual/tiempo de coagulacion del plasma mezclado de ratones normales * 100. La tabla 27 resume los
valores de actividad después de la administracion de BeneFIX® o FIX-CTPs.

Después de la administracion de FIX-CTP3, se detectd una actividad de coagulacion significativa una hora después
de la administracién que alcanzé el 96 % de actividad a las cuatro horas después de la dosificacion, mientras que el
mayor valor de actividad de BeneFIX® fue de 40 % (tabla 27, figura 16). La actividad de coagulacién de FIX-CTP3
se mantuvo durante un periodo de tiempo mas prolongado, lo que demuestra una actividad prolongada. La actividad
de coagulacion para los ratones tratados con BeneFIX® no se detectd en los puntos de tiempo después de las 36
horas, mientras que los ratones tratados con FIX-CTP3; mantuvieron una actividad medible a las 72 horas después
de la dosificacion (tabla 27, figura 16). El analisis del perfil farmacocinético del % de coagulacién sugiere que la
actividad de coagulacion de FIX-CTP3; se mantiene durante un periodo significativamente mas prolongado y su
tiempo de vida media es casi 2 veces mayor que para Benefix® (tabla 28).
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Tabla 27: % de actividad de FIX

Horas después de BeneFIX® FIX-CTP:
la dosificaciin %o de actividad %o de actividad
0.25 39.9 1.0

1 334 15.5

4 24.9 93.6

8 15.8 65.2

16 10.3 399

24 1.7 11.9

3o 1.4 11.0

48 =] 4.6

72 <] 14

Tabla 28: Actividad de coagulacion

Version TV TW:p

del FIX (Lr)  (1/hr)
BeneFIX® 5.7 e
FIX-CTP: 7.3 16

9.3 Reto de sangrado en ratones deficientes de FIX

Los ratones deficientes de FIX se administraron con una Unica inyeccion intravenosa de 100 Ul/kg de BeneFIX® o
rFIX-CTP3. La vena de la cola se comprimié ligeramente 48 horas después de la dosificacion, y se evaluaron el
tiempo de sangrado por la vena de la cola (TVBT) y la intensidad del sangrado (DO de hemoglobina). Un segundo
reto de sangrado se realiz6 15 minutos después de alcanzar la homeostasis, y se midieron los mismos parametros.
Después del primer reto de sangrado, el sangrado de los animales administrados con FIX-CTP3 fue
significativamente menos intenso que el sangrado para BeneFIX® como se demuestra por los valores de DO de
hemoglobina (figura 17).

Dado que se informé previamente que durante el primer reto de sangrado en ratones hemofilicos, el tiempo de
sangrado no necesariamente se correlaciona con la eficacia del tratamiento, se recomienda evaluar la homeostasis
después de un sangrado adicional. Una vez que el primer sangrado se detuvo espontanea o manualmente, se
realizé un segundo reto de sangrado 15 minutos después del primero, y se volvieron a medir el tiempo y la
intensidad del sangrado. Durante el episodio del segundo sangrado los animales administrados con FIX-CTP3
tuvieron una reduccién del tiempo de sangrado y de la intensidad, lo que demuestra que FIX-CTP3 fue potente en
puntos de tiempo mas tardios (figura 18).

Finalmente, los animales también se observaron durante las 12 horas después del segundo reto de sangrado, y se
registraron todos los eventos de sangrado recurrentes. Los animales administrados con FIX-CTP3 fueron capaces
de mantener la homeostasis sanguinea durante las proximas 12 horas sin que volvieran a ocurrir eventos de
sangrado. Por el contrario, el 50 % de los ratones tratados con BeneFIX® tuvieron episodios espontaneos de
sangrado por la cola (tabla 29).

Tabla 29: Resultado 12 horas después del corte de la cola

Grupo de ratones Nuevo sangrado tardio |Muerte 0 angustia que requiera eutanasia
FIX-CTP3(100 Ul/kg) |0/5 (0 %) 0/5
BeneFIX® (100 Ul/kg) |3/6 (50 %) 0/6
FIX-/- (no tratados) 5/6 (100 %) 1/6

FIX-CTP3 recombinante, una proteina de fusion compuesta de una Unica molécula de FIX fusionada a tres "casetes"
de CTP en tandem se desarrollé para abordar el corto tiempo de vida media de los productos de FIX disponibles
actualmente que se usan para tratar a los pacientes con hemofilia B. Nosotros hemos demostrado que el tiempo de
vida media de eliminacion de rFIX-CTP; fue consistentemente 2,5 a 4 veces mas prolongado que el de rFIX en ratas
(como se informd previamente) y en ratones deficientes de FIX.
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Sin estar atados por la teoria, la proteina de fusion reduce el aclaramiento del FIX y protege al FIX de la actividad de
proteasas, la degradacion por enmascaramiento y reduce la afinidad del FIX por los receptores hepaticos. En
conjunto estas caracteristicas del dominio CTP extienden el tiempo de vida media de FIX.

Ademas del andlisis farmacocinético de rFIX-CTP3, examinamos las propiedades farmacodinamicas de FIX-CTP3 en
ratones deficientes de FIX. rFIX-CTP3 y rFIX, se administraron en dosis comparables (en unidades) para compensar
los niveles de deficiencia en la coagulacion en los ratones deficientes de FIX. Sin embargo, el efecto de rFIX-
CTP3 en los ratones deficientes de FIX se prolongd significativamente a al menos 76 horas después de la
dosificacién, para alcanzar un pico de actividad mayor. La actividad de coagulacién de FIX-CTP3; comenzé después
de un retraso de 1 hora en comparacioén con BeneFIX®. La activacion de FIX puede requerirse ya que la adicion de
tres CTP en tandem podria enmascarar teéricamente el sitio de activacion y retrasar el inicio de la cascada. Después
de la administracion de FIX-CTP3, se observé una actividad maxima del 100 %, mientras que la actividad de
BeneFIX® fue de solo 40 %. La actividad inicial superior es un parametro muy importante y demuestra que la adicion
de 3 CTP tiene el potencial de mejorar la recuperacion.

La terapia de reemplazo de FIX de manera profilactica para los pacientes con hemofilia B ayuda a mantener los
niveles plasmaticos de 1-2 % de la actividad de coagulacién normal. El ensayo de sangrado por la vena de la cola es
una prueba in vivo sensible que mide la capacidad para mantener la homeostasis del sangrado a valores bajos de
actividad lo cual imita el modelo de homeostasis del sangrado en humanos. En respuesta al reto de sangrado por la
vena de la cola 48 horas después de la dosificacion, los animales administrados con rFIX-CTP3 mantuvieron la
homeostasis sanguinea con episodios de sangrado mas cortos y menos graves, lo que demuestra una actividad de
coagulacién sostenida.

FIX es una proteina compleja que contiene una serie de dominios funcionales que experimentan grandes
modificaciones postraduccionales. Una de las modificaciones postraduccionales esenciales para la actividad del FIX
es la gamma-carboxilaciéon de los primeros 12 acidos glutamicos en el dominio Gla por la y-glutamil carboxilasa
dependiente de la vitamina K. Esta modificacion facilita la uniéon de FIX a las membranas fosfolipidicas y, por lo
tanto, es critica para su funcién. El FIX que no estd gamma-carboxilado no es funcional, y por tanto la gamma-
carboxilacion es una etapa limitante de la velocidad.

Este estudio PK-PD se realiz6 mediante el uso de células transfectadas transitoriamente. Se realiza una amplia
evaluacion analitica de las modificaciones postraduccionales en la proteina FIX-CTP3 estable producida y secretada
por un clon optimizado estable.

Basado en los datos presentados, el factor de coagulacién FIX-CTP3 tiene el potencial de reducir la frecuencia de
inyecciones en los pacientes que reciben dosis profilacticas de rutina de una terapia de reemplazo de FIX. Se
anticipa que rFIX-CTP3 puede conferir una proteccion prolongada contra la hemorragia después de cada dosis del
factor, disminucion de las unidades totales del factor necesarias para tratar los episodios de hemorragia, y/o
mantenimiento de la hemostasis adecuada durante los procedimientos quirirgicos con menos inyecciones.

Ejemplo 4
Generacion y utilizacion del Factor de coagulacion FVII

Una versién de accién prolongada del factor de coagulacion Factor VII activado (FVlla) sera util para el tratamiento
de pacientes con hemofilia A y B. La proteina recombinante FVIla-CTP3 tiene el potencial clinico de mejorar el
tratamiento de pacientes de hemofilia mediante la reduccién de la frecuencia de infusiones e incluso mediante la
reduccion de la carga del farmaco, lo que permite un enfoque de tratamiento profilactico que puede mejorar
significativamente la calidad de vida del paciente, evitar episodios espontaneos de hemorragia y dafio acumulado a
la articulacién y otros 6rganos.

En la presente se describe la generacién de una molécula FVlla recombinante-CTP con un tiempo de vida media
prolongado basado en la fusion del FVII con un CTP humano. El FVIla recombinante-CTP se expresé en células de
mamifero y se caracterizé in vitro e in vivo. Se demostro que la actividad de rFVII-CTP fue comparable con rFVII. Los
estudios farmacocinéticos y de eficacia en ratas demostraron mejores propiedades del rFVII-CTP. Los resultados de
este estudio demostraron que es posible desarrollar una molécula de rFVlla con tiempo de vida media prolongado
con propiedades hemostaticas muy similares a la enzima de tipo silvestre.

Clonacion y expresion de la molécula de FVII recombinante: Se construyeron numerosos clones del Factor VII en
nuestro vector de expresion en eucariotas (pCl-dhfrr) (figura 19). El clon de ADNc de FL verificado MGC humano
(IRCM) que contiene la secuencia del factor de coagulacion VII de homo sapiens se solicitd a "Open Biosystems"
(OB-MHS4426). Los siguientes cebadores se sintetizaron por Sigma-Genosys en la siguiente secuencia: Cebador
67: 55CTCGAGGACATGGTCTCCCAGGCCCS3' (contiene el extremo 5’ del ADN del Factor VIl y el sitio de restriccion
de Xhol) (sec. con num. de ident.: 5); Cebador 68" 5' TCTAGAATAGGTATTTTTCCACATG3' (contiene el sitio de
restriccion de Xbal) (sec. con nim. de ident.: 6); Cebador 69: 5' TCTAGAAAAAAGAAATGCCAGCS3' (contiene el sitio
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de restriccion de Xbal) (sec. con nam. de ident.: ; y Cebador 70%:
5'GCGGCCGCATCCTCAGGGAAATGGGGCTCGCAZ' (contiene el extremo 3’ del ADN del Factor VIl y el sitio de
restriccion de Notl) (sec. con nim. de ident.: 8).

La clonacion se realiz6 en dos conjuntos de reacciones de PCR. La primera reaccion se realizd con el cebador 67 y
el cebador 68" mediante el uso de un ADNc plasmidico con la secuencia del factor VII (OB-MHS4426) como molde;
como resultado de la amplificacion por PCR, se formé un producto de ~534 pb, se aisl6 y se ligo al vector de
clonacion TA (Invitrogen, nim. de catalogo: K2000-01). Se aislé un fragmento de Xhol -Xbal que contenia el amino
terminal de la secuencia del factor VII. La segunda reaccion se realizd con el cebador 69 y el cebador 707 y de
nuevo, un ADNc plasmidico con la secuencia del factor VII (OB-MHS4426) se usé como molde. Como resultado de
la amplificacién por PCR, se formé un producto de ~813 pb y se ligé al vector de clonacion TA (Invitrogen, nim. de
catalogo: K2000-01). Se aisl6 un fragmento de Xbal-Notl que contenia el carboxilo terminal de la secuencia del
factor VII. Los dos fragmentos se insertaron en nuestro vector de expresion en eucariotas pCl-dhfr (triple ligadura)
para producir el clon 501-0-p136-1.

El plasmido 501-p136-1 (Factor VIl en el vector pCl-dhfr) se digirid con las enzimas de restriccion Xhol y Kpnl. Se
aislé un fragmento de ~1186 pb. Un clon parcial del Factor VII (1180 pb-1322 pb) seguido por una secuencia CTP,
una secuencia de terminacion y una secuencia de Notl que se sintetiz6 por GeneArt (0721543) se digirié con las
enzimas de restriccion Kpnl y Notl. Se aislé un fragmento de ~253 pb. Los dos fragmentos se insertaron en nuestro
vector de expresion en eucariotas pCl-dhfr (triple ligadura) para producir el clon 501-1-p137-2. pCl-dhfr-701-2-p24-2
se digirié con las enzimas de restriccion Xhol y Apal, y el fragmento grande (vector) se aisl6.

pCl-dhfr-501-2-p137-2 (Factor VII-ctp x1) se digirié con las enzimas de restriccion Xhol y Apal, y se aislé un inserto
de ~1200 pb. El vector y el inserto se ligaron para producir 501-2-p139-2. Las células Dg44 se sembraron en placas
para cultivo de tejidos de 100 mm y se cultivaron hasta una confluencia de 50-60 %. Se us6 un total de 2 ug de ADN
para la transfeccion de una placa de 100 mm mediante el uso del reactivo FuGene (Roche) en medio libre de
proteina (Invitrogen CD Dg44). El medio se eliminé a las 48 horas después de la transfeccion y se reemplazé con un
medio libre de proteina (Invitrogen CD Dg44) sin nucledsidos. Después de 14 dias, la poblacién celular transfectada
se transfiri6 a matraces T25 para el cultivo de tejidos, y la seleccion se continué durante 10-14 dias hasta que las
células comenzaron a crecer bien como un clon estable. Los clones con alta expresion se seleccionaron y se usaron
aproximadamente 2x10" células para inocular 300 ml de medio de crecimiento en una botella tipo rodillo de 1700cm?
(Corning, Corning NY), suplementado con vitamina K3 a 5 ng/ml (menadiona bisulfato de sodio; Sigma). El medio de
produccién (cosecha) se recogié después de una disminucién rapida en la viabilidad celular hasta alrededor de 70
%. El medio de produccién se clarificé primero y después se concentré aproximadamente 20 veces y se dializé con
PBS mediante el uso de un casete de filtracién de flujo (L0KDaMWCO; Millipore Corp, Billerica, MA).

Determinacion del nivel del antigeno FVII

El ADNc que codifica al péptido CTP se fusioné al extremo 3’ del ADNc que codifica al FVII humano. La construccion
de rFVII correspondiente se transfecté a las células Dg44. Como control, se utiliz6 un ADNc de rFVIlI humano. El
medio de produccién (cosecha) se recogid, se concentré y el FVII recombinante secretado se evalué adicionalmente.
Se determinaron los niveles de los antigenos rFVII, rFVII-CTP y rFVII-CTP-CTP mediante un estuche de ELISA para
FVII humano AssayMax (AssayPro) (figura 20A). No se encontraron diferencias significativas en el nivel de secrecion
de rFVII-CTP y rFVII-(CTP), en comparacion con rFVII nativo.

Transferencias de SDS-PAGE

El andlisis por SDS-PAGE se realiz6 mediante la carga de 50 ng de cada proteina rFVIl de cosecha, purificada o
activada. Las muestras se cargaron en gel de Tris-glicina al 12 % mediante el uso del marcador de proteina de color
dual Precision Plus (Bio-Rad). El analisis por SDS-PAGE se llevd a cabo mediante la realizacion de una
inmunotransferencia Western con el uso de un anticuerpo monoclonal anti-FVII humano (Ac) (R&D systems) o un
anticuerpo policlonal anti-CTP generado en conejo.

El nivel del antigeno rFVIl se correlacioné con el nivel detectado de proteina en una inmunotransferencia de SDS-
PAGE con Ac anti-FVII. El rFVII-CTP migré como una Unica banda, mientras que el peso molecular correspondiente
del control de FVII fue de aproximadamente 52 KDa (datos no mostrados). Ambas proteinas reaccionaron con los
anticuerpos especificos para FVII en las inmunotransferencias. El rFVII-CTP también reacciond con anticuerpos
especificos para CTP. rFVII se secreté en su forma de zimégeno sin traza de la proteina activada.

Actividad cromogénica de FVILI:

Las actividades de rFVII, de la cosecha de rFVII-CTP y de rFVII-(CTP), se determinaron mediante el uso de un
estuche de prueba cromogénica disponible comercialmente (estuche de ensayo para la actividad cromogénica del
FVII humano AssaySense (AssayPro). Para la caracterizacion funcional del rFVII-CTP y su capacidad para activarse
adicionalmente (FVlla), el rFVII-CTP concentrado (cosechas) se colocaron en un estuche de prueba cromogénica
disponible comercialmente que mide la capacidad de TF/FVIla para activar el Factor X a Factor Xa que en presencia
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del sustrato especifico de FXa libera una sefial cuantificable (AssayPro). La adicion del péptido CTP en el extremo
C-terminal de la proteina rFVII no deterior6 la actividad de serina proteasa del FVII (figura 20B, 20C).

Actividad de coagulacién del FVII:

El tiempo de protrombina (PT) mide la via de coagulacion extrinseca. El PT es el tiempo (medido en segundos)
necesario para que el plasma coagule después de la adicion de un activador de la via extrinseca, fosfolipido y calcio.
Se usa para determinar la tendencia de coagulacion de la sangre, especificamente en la medida de la dosificacién
de warfarina, dafio hepatico, y estado de la vitamina K. El intervalo de referencia para el tiempo de protrombina esta
usualmente alrededor de 12-15 segundos. Especificamente, el ensayo cuantificé la capacidad de la cosecha de
FVII-CTP y FVII-(CTP), para restaurar la actividad de coagulaciéon del plasma humano con agotamiento de FVII
mediante la adicion de rhFVIl. Se mezclaron 300 pl de plasma humano deficiente de FVII con 100 pl de FVII,
cosechas de FVII-CTP y FVII-(CTP), a concentraciones especificas, o plasma humano normal mezclado y se
diluyeron adicionalmente. Después de una incubacién de 60 segundos a 37 °C, se afiadio el factor tisular (TF),
CaCl,, y fosfolipidos a la mezcla. Se determind el tiempo de coagulaciéon en segundos. La potencia se evalud
mediante la comparacion de una curva de dosis-respuesta de las cosechas de FVII-CTP y FVII-(CTP), con una
preparacion de referencia que consistié en rhFVIl o plasma humano mezclado. Una unidad de FVII activo se definié
como la cantidad de FVII que iguala la actividad de un ml de plasma humano normal. La actividad de coagulacion
por PT de rFVIl y rEVII-CTP se midi6 en un coagulémetro (Instrumentation Laboratory).

Como se mostré previamente, la adicién de un péptido CTP en el extremo C-terminal de la proteina rFVII no afecto
su actividad de serina proteasa y condujo a la iniciacién y activacion de un Factor X nativo y Factor 1X en plasma
humano. Después de la insercién de un CTP adicional en el C terminal, hubo una reduccion de tres veces en la
actividad de serina proteasa (datos no mostrados).

Estudio farmacocinético:

Las cosechas de rFVIl, rFVII-CTP, y rFVII-(CTP), se administraron por via intravenosa a las ratas Sprague-Dawley
(seis ratas por sustancia) con una dosis de 100 pg/kg de peso corporal. Para todos los experimentos in vivo, la
cantidad de la proteina respectiva se determind sobre la base de un estuche de ELISA para FVII. Para cada
sustancia de prueba FVII, la cantidad inyectada se calculd teniendo en cuenta las diferencias en el peso molecular
de rFVII frente a rFVII-CTP, lo que conduce a una concentracién molar diferente.

Las muestras de sangre se extrajeron de manera retroorbital mediante el uso de un esquema de muestreo
alternante para minimizar la interferencia del procedimiento de muestreo en los niveles a cuantificar: de 3 ratas a los
30y 90 min y a las 2, 6 y 48 horas, y de las tres ratas restantes a los 15y 60 min y a las 1,5, 4, y 24 horas
alternativamente. El plasma se preparé inmediatamente después del muestreo y se almacend a -20 °C hasta su
andlisis. La concentracion de FVII se cuantific6 mediante un ensayo especifico ELISA para FVII. El tiempo de vida
media y el area bajo la curva (AUC) se calcularon mediante el uso de una regla trapezoidal lineal. La comparacion
de estos parametros de aclaramiento revelaron que el tiempo de vida media in vivo y el AUC de rFVII-(CTP), son
significativamente mayores que los de rFVII (tabla 30).

Tabla 30: Parametros del estudio PK

Grupo Via Dosis TV AUCk CL/F MRT
ng'kg min ng/min‘fml.  mL/minkg min
FVII v 60 4.07 3314.7 6.195 6.2
FVII- v 1] B=51.06 313539 0.287 731
CTP
FVII- v 60 B=13.66 7626.8 1.18 15.4
CTP-
CTP

Caracterizacion de FVlla recombinante-CTP:

Durante la activacién, el FVII se escinde en R152 lo que resulta en que los dominios de las cadenas pesada y ligera
se mantienen juntos por un Unico puente disulfuro. rFVIla-(CTP), se purifica y activa mediante un proceso de
purificacién en una columna de intercambio iénico. Para evaluar completamente el rFVIla-(CTP),, la proteina se
carga en SDS-PAGE en condiciones reductoras para el FVlla comercial (NovoSeven®). Los dominios de la cadena
pesada y la ligera se separan y migran como bandas separadas de pesos moleculares 55 y 25 KDa. Ambas
proteinas reaccionan con anticuerpos especificos para FVII, pero la cadena pesada del rFVIla-CTP reacciona
especificamente con anticuerpos especificos anti-CTP, lo que indica que esta banda representa la cadena pesada
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de FVII fusionada al CTP. La cadena ligera reacciona especificamente con Ac anti-gamma carboxilasa. La
concentracion de la proteina FVlla se determina mediante el estuche de ELISA especifico para FVlla.

Secuenciacion del N-terminal de FVlla:

rFVII-CTP-CTP en proteinas purificadas activadas o como zimégeno se separa mediante SDS-PAGE (en Tris-glicina
al 12 %) y posteriormente se electrotransfiere a una membrana de PVDF. Las bandas de interés se cortan y se
colocan en un filtro de fibra de vidrio purificado y tratado con Biobrene. El andlisis de la secuencia del N-terminal se
lleva a cabo mediante degradacion de Edmann con el uso de un secuenciador de proteina liquida con pulsos,
equipado con un sistema de microgradientes HPLC 140C. La identidad de la proteina recombinante y la adecuada
escision del propéptido se verifican adicionalmente mediante secuenciacion del N-terminal.

Actividad de coagulacién del FVlla:

Para evaluar la actividad de coagulacion de FVII-(CTP)2, se realiza un ensayo del tiempo de tromboplastina parcial
activada (aPTT). La muestra de plasma deficiente de FVII se sustituye con rFVlla (NovoSeven®) o rFVila-(CTP),.
Se mezclan 300 ul de plasma humano deficiente de FVII con 100 ul de FVlla o rFVIla-(CTP) a las concentraciones
especificas, o plasma humano mezclado normal que se diluye adicionalmente. Después de una incubaciéon de 60
segundos a 37 °C, se afaden el factor tisular (TF), CaCl, y fosfolipidos a la mezcla. Se determina el tiempo de
coagulacién en segundos. La potencia se evalla mediante la comparaciéon de una curva de dosis-respuesta de
rFVIla-(CTP), con una preparacion de referencia que consiste en rhFVlla o plasma mezclado normal humano. Una
unidad de FVlla se define como la cantidad de FVlla que iguala la actividad de 1 ml de plasma humano normal. La
actividad de coagulacién por aPTT del rFVIl y rFVIla-(CTP), se mide en un coagulémetro (Instrumentation
Laboratory). La actividad de coagulaciéon por aPTT de rFVllay rFVIla-(CTP); es similar.

Estudios farmacocinéticos en ratas:

Para caracterizar la influencia de la adicion de CTP al rFVIla sobre su potencial de longevidad, se realiza un estudio
farmacocinético comparativo en ratas. NovoSeven® (rFVlla) y rFVIla-(CTP), en TBS se inyectaron IV a 6 ratas SD.
Los niveles de FVlla en el tiempo se detectan mediante el uso de un estuche de ELISA para FVlla. El tiempo de vida
media y el AUC se calculan para cada proteina. La comparacion de estos parametros de aclaramiento revela que las
medidas del tiempo de vida media in vivo, la recuperacion y el AUC del rFVIla-(CTP), son superiores a las de
NovoSeven®.

Modelo de eficacia de FVIla-CTP in vivo (modelo de hemofilia en ratén deficiente de FVIII):

Para evaluar el modelo de actividad in vivo, se obtienen ratones con inactivacion del FVIII, y se establece una
colonia de reproduccion. 10 pg de hFVlla recombinante comercial (NovoSeven®) o rFVIla-(CTP), se inyectaron en
la vena de la cola de un ratén con inactivacion del FVIII anestesiado (22-28 g). La cantidad de proteina inyectada es
igual a la concentracion requerida de FVIII en el plasma normal (5 pg/ml). Las muestras de sangre se toman de la
cola comprimida a los tubos capilares heparinizados en puntos de tiempo especificos. Las muestras de plasma se
evallan en cuanto a los niveles de FVIla mediante ELISA, y la eficacia se mide mediante un ensayo de coagulacion
de PTT.

En este estudio, se genera una construccién de fusion del FVII con CTP. Esta proteina recombinante es la base para
un tratamiento que proporciona un tiempo de vida media prolongado y retencion de la potencia terapéutica.

Estos resultados sugieren que rFVlla-(CTP); tiene una eficacia terapéutica similar al rFVlla en pacientes de
hemofilia. Ademas, esta tecnologia requiere una dosificacion menos frecuente. Parece que una Unica inyeccion de
rFVIla-(CTP), es suficiente para controlar los episodios de hemorragia y reducir la cantidad de inyecciones que se
necesitan durante una intervencion quirlrgica. Esta proteina recombinante puede usarse como un tratamiento
profilactico a largo plazo.

Ejemplo 5
Evaluacién comparativa de FVII-CTP3, FVII-CTP4, y FVII-CTP5 purificados
5.1 Objetivo del estudio

Evaluacion comparativa de los parametros farmacocinéticos y la actividad de coagulacion de FVII-CTP4y FVII-
CTPs frente a FVII-CTPs.

5.2 Produccién de las cosechas de FVII-CTP4 y FVII-CTPs

El ADNc del FVII fusionado en el extremo C-terminal a cuatro o cinco secuencias de CTP en tdndem se expreso en
células Dg44 mediante el uso del sistema de expresion Excellgene en presencia de vitamina K3 a 20 ug/L (Sigma,
Mennadion). La cosecha se recogi6 (300 ml), se filtré y congeld.
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5.3 Produccion de la cosecha de FVII-CTP3

FVII-CTP3 se expreso en el laboratorio en sistema de expresion en mamiferos, células CHO, mediante el uso del
vector pCI-DHFR. La mezcla estable transfectada #71 se cultivd en matraces de agitacion, en presencia de vitamina
K3 a 25 ng/L (Sigma). Las cosechas se recolectaron y filtraron.

Todas las cosechas de FVII-CTP (3, 4 y 5 CTP) se concentraron y dializaron contra TBS (Tris 50 mM, NaCl 150 mM,
pH 7,4) mediante el uso de Pellicon XL MWCO 10 kDa.

5.4 Determinacion del nivel del antigeno FVII

El nivel del antigeno FVII se determind mediante el uso de un estuche de ELISA para FVII humano (Zymotest
HyPhen) (tabla 31). La concentracion de proteinas calculada es el promedio de dos ejecuciones independientes.

Tabla 31: Nivel del antigeno FVII

FVIL.  FVII-

CTPy  CTP
_ Pr. (ng/ml) 224357.3 878841 589423
SD 44789.5 32487 5309
L2 D e R S

5.5 Inmunotransferencia de FVII-CTP

Las cosechas de FVII-CTP3, FVII-CTP4 y FVII-CTPs se cargaron en gel de Tris-glicina al 12 % (expedeon) mediante
el uso del marcador de proteina de color dual Precision plus (Bio-Rad). El analisis por SDS-PAGE se realizé
mediante inmunotransferencia Western con el uso del Ac policlonal anti-CTP (Adar Biotech Production) o Ac anti-Gla
(American Diagnostica).

El FVII fusionado a tres, cuatro y cinco CTP migré a 80, 90 y 100 KDa, respectivamente. Como se esperaba, las
cosechas de FVII-CTP4y FVII-CTPs de Excellgene contienen bajo contenido de gamma carboxilacion en
comparacion con la cosecha de FVII-CTP3 que se produjo en Prolor ya que el proceso de produccion no se optimizo
(figura 21).

5.6 Evaluacion comparativa de la potencia de FVII in vitro

Una evaluacién comparativa de la potencia in vitro de FVII-CTP3, FVII-CTP4 y FVII-CTPs purificadas en HA (fraccion
altamente gamma carboxilada) frente al plasma mezclado normal humano se realizé6 mediante el uso de un estuche
de prueba de la actividad cromogénica disponible comercialmente, BIOPHEN (Hyphen BioMed 221304). Todas las
muestras se diluyeron en serie, y la potencia se evalu6 mediante la comparacion de una curva de dosis-respuesta
con una preparacion de referencia que consistié en plasma normal humano. FVII-CTP3 y FVII-CTPs demostraron
menor actividad cromogénica que el plasma normal mezclado (figura 22). FVII-CTP4 demostré mayor actividad como
se refleja por las relaciones de EC50, en comparacion con FVII-CTP3 y FVII-CTP5 (tabla 32).

Tabla 32: Actividad de coagulacion de FVII in vitro

Relacion de ECS0

muestra/plasma
Plasma 0.05
FVHICTP 012 2712
FVIL4CTP 0.03 0.71
FVISCTP 006 135

5.7 Actividad de coagulacion del FVII in vitro:
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El ensayo de actividad del Factor VII (FVII), que se realiz6 en Sheba Medical Center, Centro Nacional de
Coagulacion de Israel, es un ensayo basado en la protrombina (PT) mediante el uso de plasma inmuno-adsorbido
deficiente en el Factor VII (Siemens). El reactivo del PT es innovin, y el ensayo se realiza en el instrumento CA 1500
Sysmex®. El intervalo normal del FVII esta dentro de 55-145 %.

Tabla 33: Actividad cromogénica de FVII in vitro

Muestra %% de actividad de Concentracion en  Concentracidn

Fvll la muestra (ng/ml)
analizada (pg/ml)

FVII 3CTP 36 0.5 2242
18 (.25
[ G125

FYIl4 CTP 334 0.5 879
176 Li 025
93 6.25

FVIIS CTP 38 0.5 58.9
19 0.25
10 0.125

Dado que el nivel normal de FVII circulante en el cuerpo es alrededor de 0,5 pug/ml, las cosechas de FVII-CTP3 y
FVII-CTPs muestran reducciones de 3 veces en su actividad de coagulacion frente al plasma mezclado normal
humano; este resultado se correlaciona con la actividad cromogénica obtenida (tabla 33).

La cosecha de FVII-CTP4 muestra un aumento de 3 veces en su actividad de coagulacion potencial frente al plasma
mezclado normal humano como se observa en el ensayo de actividad cromogénica (tabla 33). El porcentaje de
actividad de FVII-CTP4 es mucho mayor en comparacion con el porcentaje de actividad de FVII-CTP3 y FVII-CTPs.
Las limitaciones metodoldgicas del método de ELISA pueden limitar la precision de los calculos del nivel de Ag de
FVII-CTP4.

5.8 Estudio farmacocinético

Se realizaron dos estudios farmacocinéticos para determinar los parametros farmacocinéticos (PK) de FVII-CTP3,
FVII-CTP4 y FVII-CTPs. Durante el primer estudio, FVII-CTP3, FVII-CTP4 y FVII-CTPs (Grupos A, B y C,
respectivamente) se administraron en una Unica inyeccion intravenosa a las ratas Sprague Dawley (seis ratas por
tratamiento) en una dosis de 250 pg/kg de peso corporal. Las muestras de sangre se extrajeron de manera
retroorbital de 3 ratas alternativamente a las 0,083, 0,5, 2, 5, 8, 24, 48, 72 y 96 horas después de la dosificacién
(tabla 34). El plasma citratado (0,38 %) se prepard inmediatamente después del muestreo y se almacend a -20 °C
hasta su andlisis.

Tabla 34: Disefio del estudio farmacocinético — Cosecha concentrada

0 de
dosis) 0.083, 0.5,
2,5, 8, 24.48,72.96

' 0 (Antes de la
'2,5,8,24,48,72,96
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La concentracion de FVII en las muestras de plasma se cuantific6 mediante el uso de estuches de Elisa para FVII
humano (Zymutest FVII-Biophen). El perfil farmacocinético se calculd y es la media de 3 animales en cada punto de
tiempo. Los valores del tiempo de vida media terminal se calcularon mediante el uso del programa informéatico PK
Solutions 2.0. La tabla 35 méas adelante resume las concentraciones calculadas de FVII en los diferentes puntos de
tiempo de muestreo. El perfil PK (Figuras 23-24) y un resumen de los pardmetros PK (tabla 36) también se
presentan mas adelante. FVII-CTPs demostrd un perfil superior en comparacion con FVII-CTPzy FVII-CTP, (tabla
36).

Tabla 35: Primer estudio farmacocinético — Concentraciones de FVII

0083 4214 583 3600 427 4888 504
0.5 3386 802 5213 1682 5384 2549 |
INENGESE T " RERTIR 1T T e 1338 3082 2% |
5 1390 A7 2726 1127 2480 561

s 333 ey ) e e < 633

24 133 12 476 98 788 34

48 38 3 165 24 384 61

72 12 2 91 62 167 31

96 26 1 42 8 93 49

Tiempo de vida media : 49 6.6
(0.083-8 hr) (horas)

I'l'i:a:n*q:m:-de:1»1':f|amrz-;dir;i:ﬂ-'a'lhr}[hr'j 13.3 6.6 17.7
AUC (ng-hy/ml)(8-72hr) 18374.6 512244 72954.2
"Vd (mi/kg)(8-72hr) 203.7 91.9 67.7

- CL(ml/hr/kg) (8-72hr) 10.6 3.8 2.7

La adicion de cuatro o cinco CTP prolong6 significativamente el tiempo de vida media del FVII en comparacion con 3
CTP en 2 y 3 veces, respectivamente (tabla 36). Esta superioridad fue mas significativa en la parte inicial del estudio
(0,083-8 horas), lo que sugiere una mejor recuperacion potencial de la proteina y reduccién del aclaramiento
extravascular. EI AUC después de la administracion de FVII-CTP4y FVII-CTPs aumentdé en 3 y 4 veces,
respectivamente, frente a FVII-CTP3. El aclaramiento también se redujo cuando se afiadieron 4 y 5 CTP al FVII
(tabla 36).

Como se observo en el estudio, la adicion de cuatro y cinco CTP prolongd significativamente el tiempo de vida media
del FVII en comparacion con 3 CTP, tanto del tiempo de vida media inicial como terminal. Los valores del tiempo de
vida media en el primer y segundo estudios son diferentes debido a un enfoque diferente del andlisis que se realizé
por la dosis y la duracién del estudio, sin embargo se mantuvo la tendencia general. EIl AUC después de la
administraciéon de FVII-CTP4 y FVII-CTPs aumento en 2,5y 7 veces, respectivamente, frente a FVII-CTP3.

5.9 Conclusiones:

En este estudio, se evaluaron los parametros PK y la actividad de coagulacion potencial de FVII-CTP3, FVII-CTP4, y
FVII-CTPs. La fusion de 4 y 5 CTP al FVII proporcioné un superior y mejor tiempo de vida media, exposicion y
reduccion del aclaramiento en comparacion con FVII-CTPsz a la vez que se mantuvo una similar actividad
cromogénica y de coagulacion in vitro. Estos resultados se observaron a diferentes concentraciones de proteina y
fueron consistentes para la proteina de la cosecha y la purificada. Al evaluar el efecto general de la fusion de CTP
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en el extremo C terminal al FVII, la fusion de 1-5 CTP aumento considerablemente el tiempo de vida mediay el AUC
de FVII de una manera proporcional a los CTP, lo que sugiere que a medida que aumenta la porcion CTP de la
molécula, la longevidad y la estabilidad del FVII mejoran significativamente a la vez que mantiene su actividad de
coagulacion inicial in vitro, como se resume en la tabla 37 a continuacion.

Tabla 37:
Evaluacion comparativa Aumento del por cientode Tie  Aumento del por ciento de AUC
FVIlvs. FVILCTP2 268 35l L RSSO
FVI-CTP: vs. FVII-CTPs 67 57.8
FVII-CTPy vs, FVII-CTPy 24 178
FVII-CTP4 vs. FYII-CTPs 6 42

Como se inform6 previamente, el tiempo de vida media del FVII se correlaciona con el tiempo de vida media de la
forma activada del FVII (FVIla) en humanos y animales. Por lo tanto, se prevé que se obtendra una mejora similar en
el tiempo de vida media para las versiones activadas después de la fusion de CTP.

Ejemplo 6
Estudios de factibilidad del FVII-CTP3 en ratones hemofilicos deficientes de FVIII

Se realizaron los estudios descritos anteriormente que prueban el perfil PK y la actividad de coagulacién de las
cosechas de FVII-CTP, FVII-CTP; y FVII-CTP3 frente a un FVII comercial. FVII-CTP3; mostré un mejor perfil PK a la
vez que mantuvo su actividad de coagulacion frente a las cosechas de FVII-CTP y FVII-CTP, o rhFVIl. Para
caracterizar adicionalmente las propiedades de FVII-CTP3 in vitro e in vivo, se generé una mini mezcla estable que
expresaba y secretaba la proteina, y se desarrollaron procesos de purificacion y activacion.

En este estudio, las propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas de FVIla-CTP3 se analizaron en ratones
deficientes de FVIII. Se evalud el perfil PK de la proteina. Se establecié un perfil PK basado en la actividad
especifica de FVlla y en comparacion con el producto comercial NovoSeven®. Ademas, se analizaron las
capacidades hemostaticas a largo plazo in vivo de FVIla-CTP3 para inducir la coagulacion en ratones deficientes de
FVIII después de un corte de la vena de la cola (estudio de supervivencia).

Obijetivos del estudio:

Evaluar los parametros farmacocinéticos y farmacodinamicos de FVIla-CTP3 frente al rhFVila comercial
(NovoSeven®) en ratones deficientes de FVIII después de una Unica administracién IV a una dosis de actividad
similar.

Determinar la capacidad in vivo del FVIla-CTP3 para mantener la homeostasis en ratones deficientes de FVIII
mediante una Unica administracion 1V de FVIla-CTP3; y NovoSeven® a una dosis de la actividad similar seguido por
un reto de corte de la vena de la cola (estudio de supervivencia).

Produccion de la cosecha de FVII-CTP3:

FVII-CTP3 se expresé en el laboratorio en células Dg44 mediante el uso de un vector pCI-DHFR. La mezcla estable
transfectada #71 se cultivd en matraces de agitacion, en presencia de vitamina K3 a 25 ng/L (Sigma). La suspension
celular se cultivd y cosech6 después que la viabilidad disminuyé a 60-80 %. La cosecha se filtr6 y congelé a -70 °C.
Determinacion del nivel del antigeno FVII de cosecha:

El nivel del antigeno FVII se determind mediante el uso de un estuche de ELISA para FVII humano (Zymotest
HyPhen) (tabla 38). El nivel del antigeno se calculé por cada lote de cosecha mezclado.

Tabla 38: Nivel del antigeno FVII-CTP3

Nivel del antigeno FVII -
Estudio de PK-PD it
‘cosecha 31A cosecha 31B cosecha 38
|Pr. (ug/ml) 16.0 15.9 16.6
'STD 1.5 0.0 0.8
| %CV 0.1 0.1 49
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Proceso de purificacion de FVII-CTP3 (figura 25)
Descripcion del proceso

Después de un corto estudio de purificacion, se realizd el siguiente proceso de purificacion mediante el uso de 2
columnas. La proteina enriquecida y-carboxilada FVII-CTP3 se purificé en columna de afinidad VII-Select (GE) e
hidroxiapatita ceramica tipo 1 (HA), 40 um (Bio Rad). La autoactivacion se indujo mediante incubacién de FVII-
CTP3 purificado en presencia de CaCl; durante la noche a 2-8 °C. El proceso de purificacion esta en su etapa final
de desarrollo y se esta optimizando, por lo tanto parte de las etapas de purificaciéon no son idénticas en los dos lotes.

Ultrafiltracion/diafiltracion (UFDF) mediante el uso del casete de fibra hueca de 10 KDa o Pellicon
La cosecha clarificada se descongel6 a 4 °C durante el fin de semana (2-3 dias).

En el lote 31, la cosecha clarificada (12 litros) se concentré 4 veces (en dos ejecuciones sucesivas) mediante el uso
de un cartucho de fibra hueca (GE Healthcare catdlogo nim. UFP-10-C-4X2MA) con un valor de corte del peso
molecular de 10 KDa. La cosecha concentrada se diafiltr6 contra 1-2 volimenes de TBS (Tris 50 mM NaCl 150 mM
pH 7,4).

En el lote 38, la cosecha clarificada (8,5 litros) se concentr6 4 veces mediante el uso de un casete Pellicon 2
(Millipore) con un valor de corte del peso molecular de 10 KDa. La cosecha concentrada se cargé directamente en
una columna VII-Select.

Ambas ultrafiltraciones se realizaron en hielo con tampones frios. Las muestras UFDF se filtraron por 0,22 um antes
de la carga.

Captura en la columna FVII-Select

La cosecha por UFDF o concentrada se cargé en la columna VII-Select (XK16/20, CV 18 ml), equilibrada
previamente con TBS pH 7,4. La columna se lavo con Tris-HCI 50 mM, NaCl 0,5M, pH 7,5, y FVII-CTP3 se eluyé con
Tris-HCI 50 mM, NaCl 1 M 50 % (v/v), propilenglicol pH 7,5. El proceso se realizé en dos ciclos sucesivos con la
utilizacion de la misma columna.

Separacién basada en la gamma carboxilaciéon en una columna de hidroxiapatita ceramica

El producto eluido se diluyé 1:10 con fosfato de sodio 10 mM, pH 6,8 y se cargd en columnas de hidroxiapatita
ceramica (XK16/20, CV 24 ml). La columna se lavé con fosfato de sodio 59 mM, pH 6,8 y la fraccién rica y-
carboxilada del Factor VIl se eluyd con fosfato de sodio 500 mM, pH 6,8. Este proceso se realiz6 en dos ciclos
sucesivos en la misma columna. En cada lote, los eluatos de los dos ciclos se combinaron y concentraron a 1,7-2
mg/ml y se diafiltraron con Tris-HCI 20 mM, NaCl 100 mM pH 8,2 para reducir el volumen y preparar el material para
la etapa de activacion.

Activacion de FVII

El FVII-CTP; purificado se diluyé a 1 mg/ml y se incub6 en Tris-HCI 20 mM, NaCl 100 mM y CaCl, 1 mM, pH 8,2 a
2-8 °C durante 24 horas. La activacion se termind mediante intercambio del tampén (UFDF) al tampo6n de
formulacién preliminar (citrato 20 mM, NaCl 240 mM, glicina 13,3 mM, pH 6,9).

Propiedades analiticas de FVII-CTP3 y FVIla-CTP3:
SDS-PAGE y transferencias Western

El FVII-CTP3 purificado, y FVIla-CTP3 se cargaron en gel de Tris-glicina al 12 % mediante el uso del marcador de
proteina de color dual Precision Plus (Bio-Rad). El analisis del SDS-PAGE Coomassie se realiz6 mediante tincion del
gel con el reactivo azul brillante de Coomassie (5 0 10 pg de proteina/carril). Se realiz6 un analisis por transferencia
Western (1 pg de proteina/ carril) mediante el uso del Ac policlonal anti-FVII humano (R&D systems; AF2338),
anticuerpo monoclonal anti-gamma carboxilacién humana (American Diagnostics catalogo #499, 3570), y Ac
policlonal anti-CTP. En condiciones reducidas, el FVII-CTPsmigré a 75 KDa, y FVIla-CTP3; migré como dos bandas
principales: una cadena pesada a 50 kDa, y una cadena ligera a 25 kDa, representado en la figura 26 como las
bandas 2 y 3, respectivamente.

El procedimiento de purificacion enriquecié significativamente la porcion FVII-CTP; a la vez que redujo las
impurezas. El rendimiento del proceso de purificacion fue de 25-30 % de FVII (de acuerdo con ELISA). La mayor
parte de la proteina perdida durante la purificacion tenia baja actividad cromogénica del FVII o no tenia actividad.
Basado en SDS-PAGE tefiido con Coomassie, el FVIla-CTP3 reducido contiene mas bandas que las predichas. Una
banda que migra a alrededor de ~75 kDa representa el FVII no-activado (figura 26, Banda 1). Esta banda consiste
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en dos bandas con diferencias menores de PM, que podrian reflejar diferente contenido de y-carboxilacion. Se
observaron bandas adicionales con PM menor que 20 kDa. Previamente se informd que estos son productos de
degradacion de la cadena pesada.

Actividad cromogénica de FVII-CTP3:

Una evaluacién comparativa de la potencia in vitro de la cosecha de FVII-CTP3, las fracciones durante el proceso, y
FVII-CTP3 purificado frente al plasma mezclado normal humano se realiz6 mediante el uso de un estuche de prueba
de la actividad cromogénica disponible comercialmente, BIOPHEN (Hyphen BioMed 221304). La cosecha de FVII-
CTP3 y la proteina se diluyeron en serie y la potencia se evalué mediante la comparacién de una curva de dosis-
respuesta con una preparacion de referencia de plasma normal humano. Después de la purificacion de FVII-CTP3,
la actividad cromogénica mejord significativamente, y las fracciones no activas se separaron principalmente
mediante columna HA (figura 27). Se observé una fuerte correlacion entre la actividad cromogénica de FVIl y la
deteccion de FVII con anticuerpos monoclonales anti-Gla en la transferencia Western. La potencia de la actividad
cromogénica de FVII como se refleja por el valor de EC50 en la cosecha se afecta por ambas fracciones de FVII
carboxiladas y no carboxiladas. Después de la purificacion y el enriquecimiento de la fraccion y-carboxilada de FVII-
CTP3, la actividad mejord, lo que demuestra la contribucién importante de la y-carboxilacién para la actividad de FVII
(figura 27). Este parametro es crucial para una adecuada actividad de FVIl in vivo y se abordara adicionalmente en
un programa de desarrollo de clones.

Determinacion de proteinas por A280

El coeficiente de extincion tedrico de FVIla-CTP3 y NovoSeven® se calculé mediante el uso del algoritmo ProtParam
(http://web.expasy.org/protparam). El calculo se basa en la secuencia de aminoéacidos. Los coeficientes de extincion
calculados para FVII-CTP3y NovoSeven® son 1,186 y 1,406, respectivamente. Estos valores representan la
absorbancia de 1 g/L a 280 nm.

La diferencia de los coeficientes de extincion entre las dos proteinas se deriva solamente del aumento en el peso
molecular de FVIla-CTP3; en comparacion con NovoSeven®, dado que el CTP carece de residuos aromaticos y de
cisteina, por lo tanto no contribuye a la absorbancia.

La determinacion de proteinas por A280 se usa para FVII final, y para las muestras purificadas durante el proceso,
que inici6 desde la elucién de la columna VII-Select.

Determinacion del nivel del antigeno FVila

El nivel del antigeno FVlla se determindé mediante el uso del estuche de ELISA para FVlla humano (IMUBIND,
American Diagnostica). El nivel del antigeno se calculd por cada lote. Sin embargo, esta herramienta no fue Util para
la determinacion de la dosis para la inyeccion, ya que no representa la cantidad de producto activo.

Ensayo de coagulacién de FVlla- Staclot® Vlla-rTF

FVlla se deriva de una escision intracatenaria del FVII monocatenario. El factor tisular nativo (TF) es un cofactor de
FVlla. Después de la unién a TF, el FVII media la activacion del Factor X a Xa, mientras que él mismo se transforma
a FVlla. El factor tisular soluble es la parte extracelular del factor tisular nativo. Este ya no puede activar el FVII por
autoactivacion, pero el FVlla unido al factor tisular puede activar FX a FXa.

El factor tisular soluble recombinante (rsTF) usado en este ensayo utiliza la especificidad al FVlla para construir una
prueba de coagulacion con FVlla. El rsTF, en presencia de FVlla, calcio y fosfolipidos conduce a la coagulacion del
plasma, sin activar FVIl a FVlla.

El tiempo de coagulaciéon observado en este sistema tiene una relacién inversa con el contenido de FVila en la
muestra analizada, sin interferencia de la presencia de FVII en la muestra.

El ensayo se realiz6 por Omri Laboratories (Nes-Ziona, Israel). La actividad de FVlla se evalué para ambos
NovoSeven® después de la reconstitucion y FVIla-CTP3; antes de cada estudio. La actividad de NovoSeven® no se
correlacioné con la actividad anticipada como se informé en el frasco, pero la discrepancia puede deberse a un
enfoque diferente en la evaluacion de la actividad. La tabla 39 resume la actividad de coagulacién del FVlla por
volumen sin considerar la concentracion de proteinas.

Tabla 39: Actividad de coagulacién del FVlla de los productos por lote

Estudio PK Estudio de supervivencia
FVlla-3*CTP  (FVlla |NovoSeven |FVIla-3*CTP  (FVlla |[NovoSeven
31) ® 38) ®
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Estudio PK Estudio de supervivencia

FVlla-3*CTP  (FVlla |NovoSeven |FVIla-3*CTP  (FVlla |[NovoSeven

31) ® 38) ®
Actividad 1,3E+06 2,5E+05 1,3E+06 7,4E+05
(U/ml)

Actividad especifica de FVIla-CTP3

La actividad especifica del FVlla (que se calcula como la actividad/ml dividida por la concentracion de proteinas) se
calculé basada en A280 y se presenta en la tabla 40. Cuando se compara la actividad especifica de las dos
moléculas, que difieren en PM, debe realizarse la compensacion para normalizar la actividad (es decir debido a la
diferencia de peso molecular, la cantidad de sitios activos en 1 mg de NovoSeven® es 1,185 veces mayor que en
FVIla-CTP3). El calculo del factor de conversion se presenta en la siguiente ecuacion:

AEPIa-CTP
AE_normalizada =—|: 3 % PM{PVIL_CTPy) =
PMLIFVIL_nativol)
AE[FVIa-CTPs)
= —————————x 53419503 = AF(PVIla-CTP3) * 1.185
45079.10a

Tabla 40: Actividad especifica de FVIla-CTP3 en comparacién con NovoSeven®

. Actividad especifica |picmi i4
A280 STDV % Coeficiente [conc. Disminucion
Muestra . _ de de prot. |U/ml u/m u/m en veces de
promedio |(n=9) |CV L mi g g
Extincion | (mg/ml) proteina |FVila NovoSeven®
NovoSeven® 1,274 0,031 (2,398 | 1,406 0,906 8,36E+05 | 9,23E+05 |9,23E+05 (1,0
FVIla-CTPz 4,396 0,092 2,094 1,186 3,706 7,23E+05 | 1,95E+05 |2,31E+05 (4,0

Estudio PK-PD de FVIla-CTPa3:
Descripcion del estudio

FVIla-CTP3 y rhFVIla (NovoSeven®, NS) se administraron en una Unica inyeccién intravenosa a los ratones C57B
deficientes de FVIII a una dosis de 6,4E6 U/kg de peso corporal (160,000 U/animal). Las muestras de sangre se
extrajeron de manera retroorbital de 4 ratones alternativamente a las 0,166, 0,5, 2, 4, 8, 12, 24, 34, 48, 58,y 72
horas después de la dosificacion (tabla 41). El plasma citratado (0,32 %) se prepard inmediatamente después del
muestreo y se almacend a -20 °C hasta su andlisis. Se evalud la actividad de coagulacién del nivel de FVlla, y se
realizé un andlisis PK detallado. El estudio se realizé por Omri Laboratories (Nes-Ziona, Israel).

Tabla 41: Descripcién del estudio

NUm. de Vol Puntos de
Grupos Elemento animales/grupo |Via de Cantidad de in éctado tiempo (horas
tratados |de prueba |/punto de dosificacién |unidades/animal ( ly) después de la
tiempo H dosis)

0 (Antes de la
dosis) 0,166,

A rhFVila 4 v 1,6e5 200 0,5,2,4,8,12,
24, 34, 48, 58,
72

0 (Antes de la
dosis) 0,166,
B E¥'F',a - 4 W, 1,6e5 200 05 2 4.8 12,
8 24,34, 48, 58,
72

Perfil PK de FVIla-CTP3 en ratones deficientes de FVIII

Se cuantifico la actividad de FVlla en muestras de sangre mediante el uso de un estuche para Vlla-rTF Staclot®
(Stago, Parsippany, NJ). El perfil farmacocinético se calcul6 para cada proteina y representa la media de 4 animales
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en cada punto de tiempo. La figura 28 presenta el perfil PK de FVlla a lo largo del experimento. La recuperacion de
FVlla se presenta en la tabla 42. En la tabla 43 se presenta un resumen de los parametros PK.

La tabla 41 resume los valores de la actividad de coagulacion después de la administracion de NovoSeven® o FVlla-
CTP3. FVIla-CTP3 y NovoSeven® alcanzaron la actividad maxima media hora después de la dosificacion. El valor
mas alto de la actividad de NovoSeven® alcanz6 solo el 43 % del valor maximo de actividad de FVIla-CTP3. La
actividad de coagulacion de FVIla-CTP3; se mantuvo durante un periodo de tiempo mas prolongado, lo que
demuestra una actividad prolongada. La actividad de coagulacion para los ratones tratados con NovoSeven® no se
detectd en los puntos de tiempo mas tardios que 12 horas, mientras que los ratones tratados con FVII-
CTP3; mantuvieron una actividad medible a las 48 horas después de la dosificacion (tabla 41 y Figura 28).

La adicion de tres copias de CTP en tandem al FVlla elevo la recuperacion en 100 % (tabla 42), segln se midi6 por
la actividad mas alta después de la dosificacidon y en comparacion con la actividad anticipada basada en el andlisis in
vitro, y aumento el tiempo de vida media y el tiempo medio de residencia (MRT) 5 veces. El tiempo de exposicion
(AUC) se incremento 3 veces (tabla 43).

Tabla 41: Actividad de coagulacion de FVlla después de una Unica inyeccién IV

Tiempo despucs e | Prom actividad de coagulacion de FVla (Li/ml)
__‘a_%”‘m FVIla-CTP; NovoSeven®
0.16 6. 8E+07 31.2E407
0.5 [ 978407 A3E+07
2 | 2IE+07 ____3.9E+06

F 7 TE+06 73E+05
8 3 TE+06 426404
12 [ 37E+05 6 3E+03
24 2AE+04 H[.Q
gV [ 46603 BLO
48 1. 5E+023 BLQ

Tabla 42: Recuperacion de FVIla-CTP3

Dosis * Cméx

Tratados. |Elemento Captidad . de administrada anticipada Cmax %

Grupos de prueba |unidades/animal practica (U/ml) (U/ml sangre) (U/ml) Recobrado
A rEVila 1,60E+05 1,20E+06 1,40E+05 4,25E+04 |30

B E\'I/'IFl’ag " |1,60E+05 1,29E+06 1,50E+05 9,74E+04 |64,6

* Cmax anticipada se deriva de la dosis administrada dividida por el volumen de sangre

Tabla 43: Parametro PK de FVIla-CTP3 vs. NovoSeven®

Parimetros PK_ NovoSeven® [ FVHa-CTP:
Tiempo de vida media- (0.5-12hr) 0.94 1.57
Tiempo de vida media- (12-48hr) NA E 462
AUC (mU*he/ml) 580E+07 | 1.80E+08
Vd/Kg (ml/Kg) 1408 [ 2375
ICL/Kg (ml/hr/K.g) 1034 356
MRT (hr) 1.3 | 6.7

Ensayo de generacion de trombina (TGA)

La generacién de trombina es una parte fundamental de la cascada de coagulacién y como tal un estimado de cuan
bien un individuo particular puede generar trombina puede correlacionarse con un riesgo de hemorragia o trombosis.
Las variables medidas comunmente cuando se analiza la generacion de trombina incluyen: el tiempo de retraso, el
tiempo hasta la generacién maxima de trombina, el maximo, el potencial de trombina endégena [ETP] (es decir, el
area bajo la curva y la cola), el curso de tiempo del trombograma ("TG"). Después de un tiempo de retraso, se
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observa un aumento de trombina. Sin embargo, la coagulacién se produce al final del tiempo de retraso, cuando mas
del 95 % de toda la trombina todavia no se ha formado. El ensayo de generaciéon de trombina se realiz6 en Omri
Laboratories, mediante el uso de reactivos Thrombinoscope suplementado con plasma hemofilico humano. El TGA
refleja la capacidad de coagulaciéon en el plasma de ratones, derivada de la inyeccién de NovoSeven® y FVlla-
CTP3. La figura 29 presenta los valores de los parametros de TGA para el plasma de ratones después de la
administracion de FVIla-CTP3; o NovoSeven®. Después de la administracion de FVIla-CTP3, los tres parametros
(velocidad de generacion de trombina, cantidad maxima de trombina generada y Klla) demuestran una ventaja del
tratamiento con FVII-CTP3; sobre NovoSeven®. Esto reafirma adicionalmente la nocién de la superioridad de la
accion prolongada potencial del FVII-CTP3; en comparacion con NovoSeven®.

Estudio de corte de la vena de la cola (TVT) y FVIla-CTP3:

Descripcion del estudio

Los datos obtenidos de la prueba PK/PD para FVIla-CTP3 proporcion6 informacién sobre la funcionalidad del FVlla-
CTP3, y demostré que FVIla-CTP; tiene una ventaja farmacocinética cuando se compara con NovoSeven®. Sin
embargo, la capacidad de la proteina para inducir un coagulo in vivo, después de un evento traumatico todavia no se
ha demostrado. Para evaluar la capacidad de FVIla-CTP3 para detener la hemorragia, el mismo modelo de ratones
deficientes de FVIII se empled para un reto de sangrado.

Los ratones deficientes de FVIII se administraron con una Unica inyeccion intravenosa de FVIla-CTP3 0
NovoSeven®. Los ratones se dosificaron con el farmaco en cantidades que proporcionan una actividad de FVlla
equivalente (1,6E05 unidades, 200 pl), calculada de acuerdo con la potencia de cada farmaco evaluado en el ensayo
de actividad de coagulacion para FVlla (tabla 44). Las dosis administradas fueron 9 mg/kg de NovoSeven®, y 40
mg/kg de FVII-CTP; debido a la actividad reducida de FVIla-CTP3. Un grupo control se inyecté con 200 pl de
vehiculo.

La vena de la cola se cortd 2,7 cm desde la punta de la cola a los 15 min (inyeccién 1), 24 horas (inyeccion 2) o 48
horas (inyeccién 3) después de la administracion, y la supervivencia de los ratones se registr6 durante 24 horas.

Tabla 44: Evaluacion de las muestras inyectadas

NovoSeven® FVIla-CTP3
Inyeccion conc., de Actividad Act|V|q§d conc., de Actividad ACtIVI(ElE_id Act|V|q§d
nam proteinas (U/ml) especifica |proteinas (u/ml) especifica espemﬂpa
' (mg/ml) (U/mg) (mg/ml) (U/mg) (normalizada)
1 0,91 8,0E+05 |8,8E+05 3,63 6,6E+05 1,8E+05 2,2E+05
2 0,92 8,3E+05 |9,0E+05 3,81 7,8E+05 |2,0E+05 2,4E+05
3 0,89 8,8E+05 |9,9E+05 3,68 7,3E+05 |2,0E+05 2,3E+05

La concentracion de proteinas se determin6 por A280.
Resultados

Los datos de los grupos control inyectados con vehiculo para las tres inyecciones (5 animales x 3 inyecciones), se
resumieron y se presentan en la figura 30. Se observé 30 % de supervivencia a las 24 horas después del corte de la
vena de la cola.

Los ratones tratados con NovoSeven® y FVIla-CTP3 demostraron adecuada actividad hemostatica después del
corte de la vena de la cola realizado 15 min después de la administracion de FVlla. Se observé un 100 % de la tasa
de supervivencia en los animales tratados con FVIla-CTP3 y NovoSeven® (figura 30).

La reduccion de la velocidad de aclaramiento de FVII-CTP3; que se demostré en el estudio PK/PD se aprecia mas
claramente después de un corte de la vena de la cola realizado 24 horas después de la administracion. Se observa
una disminucion en la tasa de supervivencia de NovoSeven®. Similar al grupo control, se observa 50 % de muerte
dentro de las 10 horas. Mientras tanto, el 90 % de los ratones tratados con FVIla-CTP3 sobrevivieron (figura 30).
Este resultado enfatiza la eficacia a largo plazo del tratamiento con FVIla-CTPs.

48 horas después de la administracion, se demostrdé una disminucién en la tasa de supervivencia en los grupos
tratados con FVIla-CTP3 0 NovoSeven® (figura 30C). Se observé una ligera mejora en los ratones con FVIla-CTP,
pero la diferencia no alcanz6 significacion estadistica.

Discusién:
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La fusién de CTP a proteinas recombinantes aumenta el tiempo de vida media en circulacion de las proteinas a la
vez que mantiene una actividad comparable. A la vez que el mecanismo detras de la reduccién del aclaramiento de
la proteina por encima de un valor umbral de 70 KDa se entiende bien con respecto al aclaramiento renal, se logra
una proteccion adicional después de la fusion de CTP. Se considera que la fusion de CTP barre alrededor del
escudo proteico y lo protege de la escisidn proteolitica, para aumentar su peso molecular radial debido a la carga
altamente negativa y para reducir su afinidad con los receptores hepaticos de eliminacién.

El presente estudio tuvo como objetivo proporcionar informacion especifica sobre el impacto de la fusion de CTP al
FVII sobre el tiempo de vida media y el aclaramiento de la proteina y ademas aborda el paradigma de su actividad
especifica después de esta modificacion. Los ratones deficientes de FVIII se administraron con una Unica inyeccion
IV de FVIla-CTP3 o FVlla recombinante comercial (NovoSeven®) en dosis similar (basada en la unidad) y se realiz6
un andlisis basado en la actividad PK. FVIla-CTP3 demostré una longevidad superior como se refleja por el aumento
de 5y 3,5 veces en su tiempo de vida media y AUC, respectivamente. La actividad especifica (U/mg) de FVIla-CTP
segun se calculé por el estuche para la actividad Staclot® dividido por la concentracién de proteinas medida por
A280 se demostré que fue 4-5 veces menor que la actividad especifica de NovoSeven®.

Para contribuir a la comprension de como el CTP afecta los efectos hemostaticos de FVlla in vivo, se investigo la
capacidad de FVIla-CTP3 para reducir una hemorragia. En el modelo de hemorragia por corte de la vena de la cola
en el modelo de ratones hemofilicos, la administracion de rFVila puede mejorar la tasa de supervivencia de los
animales retados y evitar su sangrado hasta la muerte. En el estudio descrito en la presente, los animales se
administraron con FVIla-CTP3 o NovoSeven®. Ambas moléculas fueron capaces de mantener la homeostasis
cuando el corte se realizdé 0,25 horas después de la dosificaciéon. Se demostré una duracién significativamente
prolongada de la actividad para el grupo tratado con FVIla-CTP3; cuando el corte de la cola se realizé 24 horas
después de la dosificacion. La tasa de supervivencia del grupo tratado con vehiculo fue mayor que la anticipada y
mayor que la obtenida en estudios anteriores (50 % frente a 20 % en estudios anteriores, datos no mostrados). El
por ciento de supervivencia de los animales tratados también se evalla en puntos de tiempo mas tempranos, que
incluyen a las 36 horas después de la dosificacion.

En conclusion, se demostré6 que FVIla-CTP3 tiene una duracion aumentada de la actividad en los ratones
hemofilicos lo que se traduce en una duracion mas prolongada del efecto hemostatico en comparacién con
NovoSeven®. Los datos reunidos sugieren que la fusién de CTP a FVII es una tecnologia con el potencial de
mejorar significativamente el tratamiento profilactico en pacientes con hemofilia.

Ejemplo 7: Evaluacién comparativa del perfil de FVII-CTP3 purificado frente a FVII-CTPs después de una inyeccién
Unica IV o SC a ratas SD

Obijetivo del estudio

Se llevaron a cabo dos estudios:

El objetivo del primer estudio fue determinar los parametros farmacocinéticos de rFVII-CTP3 frente a rFVII-CTP5
después de la purificacion en columna FVII select y HA en ratas macho Sprague Dawley, después de una Unica

administracion intravenosa de 50 pg/animal.

En el segundo estudio, los parametros farmacocinéticos de rFVII-CTP3-HA frente a rFVII-CTP5-HA se examinaron
en ratas macho Sprague Dawley después de una Unica administracion intravenosa o subcutanea de 100 pg/animal.

Resultados

Determinacion del nivel del antigeno FVII-CTP 3y FVII-CTP 5

El nivel del antigeno FVII se determind mediante el uso del estuche de ELISA para FVII humano (Zymotest HyPhen)
(Véase la tabla 45). T

Tabla 45. Resumen de la concentracion de proteinas calculada, que es el promedio de tres ejecuciones
independientes.

FVII 3CTP FVII 5 CTP
EVIIS 46 FVil HA 46 |EVIIS el.Conc. Dial |[EVII HA 5 100 %
el.Conc. Dial el.Conc. Dial BConc. Dial

PROM 3,78E+06 1,59E+06 1,88E+06 7,92E+05

(ng\ml)
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FVII 3 CTP FVII5 CTP
EVIIS 46 EVII HA 46 |EVIIS el.Conc. Dial |[EVII_ HA 5 100 %
el.Conc. Dial el.Conc. Dial BConc. Dial

SD 1,30E+06 6,03E+05 7,15E+05 3,57E+05

CV (%) 3,43E+01 3,80E+01 3,80E+01 4,51E+01

Anadlisis por transferencia Western de las muestras examinadas

Las muestras de FVII-CTP35 se cargaron en 4-12 % de bisTrisgel (NuPage, Invitrogene) mediante el uso del
marcador de proteina de color dual Precision plus (Bio-Rad). El analisis por SDS-PAGE se realiz6 mediante
inmunotransferencia Western con el uso del Ac policlonal anti-FVIlI (R&D systems), Ac policlonal anti-CTP (Adar
biotech production) o Ac anti Gla (American diagnostica). En resumen, el FVII fusionado a tres y cinco CTP migro6 a
80 y 100 KDa, respectivamente (véase la figura 31).

Evaluacién comparativa de la potencia de FVII in vitro

El ensayo de actividad de FVII, que se realiz6 en Sheba Medical Center, el Centro Nacional de Coagulacién, es un
ensayo basado en PT con el uso de plasma inmunoadsorbido deficiente en factor VII (Siemens). El reactivo de PT
es innovin y el ensayo se realiza en el instrumento Sysmex CA 1500. El intervalo normal del FVII esta dentro de 55-
145 %. Las actividades de las muestras se resumen en la tabla 46.

Tabla 46: Actividad de las muestras

Concentracion (mg/ml) |Concentracién en la

. Resultados |Promedio-%
Muestra de acuerdo con muestra analizada

0,
(NANODROP) (ug/ml) (%) de plasma
FVII-5CTP 2 87
FVIIS el. 2,19 1 30 16 %
Conc. Dial 05 o
FVII-5CTP HA 2 97
5100 %B 1 1 36 21 %
conc. Dial 05 13
2 100
FVIIS 46 el. .
conc. Dial 317 1 35 18 %
0,5 12
2 92
FVII HA 46 el. .
Conc. Dial (1) | 1™ 1 33 20 %
0,5 10

El nivel normal de FVII circulante en el cuerpo es alrededor de 0,5 pg/ml. Ambos, FVII-CTP3 y FVII-CTPs muestran
reducciones de aproximadamente 5 veces en su actividad de coagulacion frente al plasma mezclado normal
humano.

Estudio farmacocinético

Se realizaron dos estudios farmacocinéticos para determinar el perfil y los parametros farmacocinéticos (PK) de FVII-
CTP3 y FVII-CTPs (después de la columna select para FVII y HA para FVII). En el primer estudio, FVII-CTP3, y FVII-
CTPs después de la purificacion de FVII por select/ HA se administraron en una Unica inyeccion intravenosa a las
ratas Sprague Dawley (seis ratas por sustancia) en una dosis de 50 ug/rata.

Las muestras de sangre se extrajeron de manera retroorbital de 3 ratas alternativamente a las 0,083, 0,5, 2, 5, 8, 24,
48, 72, 96 y 120 horas después de la dosificacion. El plasma citratado (0,38 %) se prepar6 inmediatamente después
del muestreo y se almacené a -20 hasta su analisis.

En el segundo estudio, solo se analizaron las muestras después de la columna HA. Estas muestras se administraron
en una Unica inyeccién intravenosa o subcutanea a las ratas Sprague Dawley (seis ratas por sustancia) mediante el
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uso de una dosis de 100 pg/rata. Las muestras de sangre se recolectaron en los mismos puntos de tiempo y
condiciones como en el primer estudio anterior.

Tabla 47. Disefio del primer estudio (FVII select frente a FVII HA).
Nivel de

Nim. de . ; Vol. Puntos de tiempo
Grupos |Elemento : Via de dosis . Conc. .
animales/ e inyectado (horas después
tratados |de prueba dosificacién |(ug por (ng/ml) :
grupo/ animal) () de la dosis)
EVII- 0 (Antes de la
A CTP*3 Iote |6 \Y 50 200 250  d0sis) 0,083, 05,
46 HA 2,5,8, 24,48, 72,
96, 120
FVII- 0 (Antes de la
B CTP*3lote |6 v 50 200 250  dosis) 0,083, 0,5,
46 EVIIS 2,5, 8, 24,48, 72,
96, 120
EVII- 0 (Antes de la
dosis) 0,083, 0,5,
C gLF:SIote 6 \Y, 50 200 250 2.5 8. 24,48, 72,
96, 120
FVII- 0 (Antes de la
D CTP*5 lote |6 W, 50 200 250 dosis) 0,083, 0,5,
5 EVIIS 2,5, 8, 24,48, 72,
96, 120
Tabla 18. Disefio del segundo estudio (IV frente a SC)
NUm. de Nivel de Vol
Grupos |Elemento . Viade dosis (Mg |. - Conc. |Puntos de tiempo
animales/ e inyectado .
tratados |de prueba dosificacién |por (ng/ml) | (horas de dosis)
grupo/ animal) (W)
0 (Antes de la
FVII-CTP*3 dosis) 0,083, 0,5, 2,
A lote 46 HA |© v 100 200 500 157 244872,
96,120
0 (Antes de la
FVII-CTP*3 dosis) 0,083, 0,5, 2,
B lote 46 HA 6 SC 100 200 500 5, 8, 24,48,72,
96,120
EVII- 0 (Antes de la
C CTP*5lote |6 W 100 200 soo 4osis) 0,083,052,
5 HA 5 8, 24,48,72,
96,120
0 (Antes de la
FVII-CTP*5 dosis) 0,083, 0,5, 2,
D lote 5 HA 6 SC 100 200 500 5, 8, 24,48,72,

96,120

Las diferencias principales entre estos dos estudios son las dosificaciones y la via de administracion. En el primer
estudio, las ratas se inyectaron IV con 50 pg\rata, mientras en el segundo estudio, las ratas se inyectaron IV o SC
con 100 pg\rata (total 500) pg/kg; peso de las ratas 200 g). El aumento en la dosificacion se debe al cambio en el
tipo de administracién; la administracion SC requiere mayores cantidades para lograr efectos similares a la
administracion IV.

Andlisis del estudio de PK
La concentracion de FVII en las muestras de plasma se cuantific6 mediante el uso de estuches de Elisa para FVII
humano (zymutest FVII-Biophen). Los perfiles farmacocinéticos se calcularon y reflejan la media para 3 animales en

cada punto de tiempo. Los valores del tiempo de vida media terminal se calcularon mediante el uso del programa
informatico PK solutions 2.0. La tabla méas adelante resume las concentraciones calculadas de FVII en los diferentes
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puntos de tiempo de muestreo. El perfil PK y un resumen de los parametros PK se presentan en una tabla mas
adelante.

Tabla 49. Primer estudio farmacocinético (FVII select frente a FVII HA) -concentraciones de FVII (ng\ml).

Tiempo FVII CTP*3 Lote |[FVII CTP*3 Lote 46 [FVII CTP*5 Lote [FVII CTP*5 Lote 5
(hora) 46 HA FVII S 5HA FVII S
0,083 1816,3 1633,9 2064,3 1853,5
0,5 1523,7 1409,9 1351,4 1418,0
2 1284,9 1041,7 1389,7 834,4
5 607,9 531,6 722,7 737,2
8 524,2 430,0 712,2 614,6
24 1155 132,9 272,5 201,8
48 211 31,6 62,3 90,4
72 9,5 15,8 29,1 31,8
96 BLQ 5,8 7,0 16,9
120 BLQ BLQ 8,5 13,4

Tabla 50. Segundo estudio farmacocinético (IV frente a SC) -concentraciones de FVII (ng\ml).
Tiempo FVIl CTP*3 Lote |[FVIl CTP*5 Lote |[FVII CTP*3 Lote |FVII CTP*5 Lote 5

(hora) 46 HA-IV 5 HA-IV 46 HA-SC HA-SC
0,083 6452,6 6153,3 5,0 BLQ
0,5 3930,7 3660,6 14,5 14,6
2 1992,3 2176,2 113,6 96,2
5 1598,9 2087,3 106,6 70,5
8 781,6 1075,6 188,9 129,7
24 268,5 627,2 155,0 239,2
48 51,9 143,3 43,0 88,6
72 8,8 39,0 7,0 36,7
96 BLQ 10,8 BLQ 10,4
120 BLQ 8,2 BLQ 8,7

Tabla 51. Andlisis PK- primer estudio farmacocinético (FVII S frente a HA).

Fvil CTP*3 D)/tI:e 46? Tlf\;ﬁ FVIl CTP*5 [FVIl CTP*5
Lote 46 HA S Lote 5 HA Lote 5FVII S
Tiempo de vida media (0,083-8 43 4.0 551 559
horas) (horas)
Tiempo de vida media (8-
72\96\120 horas) (horas) 111 12,1 16,46 20,29
Tiempo de vida media (8-72) 111 13.4 13.62 15.64
(horas) ' ' ! !
AUC(O-t)(area  0bs)(8-72/96/120 |1 4564 g 13686,4 21812,7 19307,9
horas) ’ ’ ’ '
AUC (=) area(8-72/96/120 horas) (14718,2 13788,1 22013,9 19701
Vd(area)/lkg  (ml/kg)(8-2/96/120 2711 316.1 2697 3715
horas) ' ' ! !
CL(area)/kg(ml/horas/kg) (8- 170 181 11.356 12.69

72/96/120 horas)
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La adicién de cinco CTP prolong6 el tiempo de vida media de FVII en comparacion con 3 CTP. Ambas formas de 5
CTP (es decir FVIIS y FVII HA) se detectaron en los mayores puntos de tiempo (96 y 120 horas), mientras que FVII-
3 CTP HAy FVIIS -3 CTP se detectaron hasta las 72 horas y 96 horas, respectivamente. Basados en este hecho, el
tiempo de vida media de FVII-5 CTP es mas prolongado que las variantes de 3CTP (véase la figura 32). La
comparacion del tiempo de vida media de todos los materiales examinados (3 y 5 CTP) en los mismos puntos de
tiempo (8-72 horas) mostr6 que los tiempos de vida media son similares, aunque los de 5 CTP son
considerablemente mas prolongados (figura 32).

Tabla 52: Analisis PK - segundo estudio farmacocinético (IV frente a SC).

FVII FViI FVII FVII
CTP*3 CTP*5 CTP*3 | CTP*5 Biodisponibilidad |Biodisponibilidad
Lote 46 |Lote 5 Lote 46 Lote H 5|CTP*3 CTP*5

HA-IV HA-IV HA-SC |HA-SC

Tiempo de vida
media (0,083-8 3,0 3,9 -1,8 -3,18
horas) (horas)

Tiempo de vida
media (8-
72\96\120
horas) (horas)

9,9 14,6 13,14 22,94

Tiempo de vida

media  (8-72) 9,9 13,0 13,14 29,47
(horas)

AUC(O-t)(area

obs)(8-

72/96/120 28866,8 437610 6600 98227 22,9 22.4
horas)

AUC ()

area(8-

72/96/120 28993,0 439344 (6733 10110,8 |23,22 23,01
horas)

Vd(area)/kg

(ml/kg) (8-

72196/120 2464 2405 14076 (16368

horas)

CL(area)/kg(

ml/horas/kg)

(8-72/96/120 | 172 11,4 74,261 49,452

horas)

De nuevo, como se observé en el primer estudio, la adicion de 5 CTP prolong6 el tiempo de vida media de FVII en
comparaciéon con la adicion de 3 CTP, en el tiempo de vida media inicial y terminal y en ambas formas de
administracion (IV y SC, véase la figura 33). Como se esperaba, después de la administracion SC, FVII se detectd
primero en la sangre a un punto de tiempo mas tardio en comparacién a cuando se administré IV.

En lo anterior, se resumieron dos estudios PK. El propdsito principal del primer estudio fue verificar la diferencia
entre FVII-3CTP y FVII-5 CTP después de 2 columnas diferentes: FVII select y FVII HA. En nuestros estudios
anteriores, se verificaron las proteinas de cosecha frente a las purificadas y se encontré que la diferencia entre las
versiones 3y 5 CTP del FVII fue mayor cuando se inyect6 la cosecha a las ratas.

No hubo diferencia significativa entre los resultados de FVII 3\5 CTP después de ambas columnas, por tanto se
decidid inyectar FVII HA 3\5 CTP en el segundo estudio.

Ejemplo 8: Estudio de supervivencia con FVIla-CTP3; (MOD-5014) en ratones decientes de FVIII después de una
inyeccion subcutanea

Objetivo del estudio
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Evaluar la eficacia de NovoSeven®, MOD-5014 (FVIIA-CTP3) y MOD-5019 (FVIIA-CTPs) en un estudio con corte de
la vena de la cola, después de una administracién subcutanea.

Propiedades analiticas de FVIla-CTP3(MOD-5014) y FVIla-CTP5(MOD 5019):
Determinacion de proteinas por A280

El coeficiente de extincién tedérico de NovoSeven® se calculdé mediante el uso del algoritmo ProtParam
(http://web.expasy.org/protparam). El calculo se basa en la secuencia de aminoacidos. El coeficiente de extincion
calculado para NovoSeven® es 1,406, y para MOD-5019 es 1,075 (los valores representan la absorbancia de 1 g/l a
280 nm). El coeficiente de extincion de MOD-5014 se determind mediante un analisis de aminoacidos en Mscan. El
coeficiente de extinciéon para MOD-5014 es 1,27.

Ensayo de coagulacion de FVlla - STACLOT Vlla-rTF

FVlla se deriva de una escision intracatenaria del FVII monocatenario. El factor tisular nativo (TF) es un cofactor de
FVlla, tras la unién al TF, el FVII media la activacion del Factor X a Xa, mientras que él mismo se transforma a FVlla.
El factor tisular soluble es la parte extracelular del factor tisular nativo. Este ya no puede activar el FVII por
autoactivacion, pero el FVlla unido al factor tisular puede activar FX a FXa.

El factor tisular recombinante soluble (rsTF) usado en este ensayo utiliza la especificidad al FVlla para construir una
prueba de coagulacién del FVila. El factor tisular recombinante soluble (rsTF), en presencia de FVlla, calcio y
fosfolipidos, produce coagulacion del plasma sin activar FVII a FVlla.

El tiempo de coagulacion observado en este sistema tiene una relacion inversa con el contenido de FVlla en la
muestra analizada, sin interferencia de la presencia de FVII en la muestra.

La actividad de FVlla se evalu6 para NovoSeven® reconstituido, y para MOD-5014 y MOD-5019 antes de cada
estudio.

La actividad especifica de FVlla (que se calcula como la actividad/ ml dividida por la concentracién de proteinas) se
calcul6 basado en A280 y se presenta en la tabla 53. Cuando se compara la actividad especifica de las dos
moléculas, que difieren en el peso molecular, debe realizarse la compensacion para normalizar la actividad (es decir
debido a la diferencia de peso molecular, la cantidad de sitios activos en 1 mg de NovoSeven® es 1,185 veces
mayor que en MOD-5014 y 1,307 veces mayor que en MOD-5019). Por tanto, el célculo del factor de conversion se
presenta en la siguiente férmula:

AE(PVIz-CTP)
AE_normalizada = —————— = PM{PVII_CTP3) =
PML{FVII_nativa)
AE[FIa-CTP4)
= —————————x 53419.50a = AE(FVIla-CTP3) * 1.185
45079.10a

Tabla 53- Actividad especifica de MOD-5014 en comparacion con NovoSeven®

Conc. de proteinas |Actividad especifica |Disminucion en veces de
Muestra

Por A280 (mg/ml) (U/mg FVlla) ®NovoSeven
®NovoSeven 0,93 52 487 1,0
MOD-5014 lote 14 25 490 205
73
g"OD'5019 lote 5 11 698 4,48

Descripcion del estudio

La medicion mas significativa es la capacidad de la proteina para inducir un coagulo in vivo, después de un evento
traumatico. Para evaluar la capacidad de MOD-5014 para detener una hemorragia, se empled el mismo modelo de
ratones deficientes de FVIII para un reto de sangrado.

Los ratones deficientes de FVIII se administraron con una Unica inyeccién subcutanea de MOD-5014, MOD-5019 o
NovoSeven®. Los grupos A y B se dosificaron con NovoSeven® y MOD-5014 respectivamente, en cantidades
equivalentes a la actividad de FVlla. El grupo C se dosific6 con MOD-5019 en una cantidad equivalente a la proteina
FVila como MOD-5014, para evaluar el factor critico (actividad o cantidad de proteina). Las dosis administradas
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fueron 4,2 mg/kg de NovoSeven®, y 8,6 mg/kg de MOD-5014 y MOD-5019. La vena de la cola se cort6 2,7cm desde
la punta de la cola, 12 horas después de la administracion, y la supervivencia de los ratones se registré durante 24
horas.

Tabla 54 — Designacioén de los grupos

T
Grupo |Fecha de la |Elemento de |Dosis Volumen Nim. de Tiempo de
inyecciéon |prueba administrada |inyectado |ratones sangrado, horas
(u) por grupo |después de la
mg mU/Kg dosificacion
de
FVII
/IKg
A 13.1.13 ®NovoSeven (4,23 221 100 10 12
876
B 15.1.13 MOD-5014, 8,59 |218 160 10 12
lote 73 750
C 27.1.13 MOD-5019, 8,59 |100 160 10 12
lote 9 496
Resultados

Los datos del experimento se resumen en la tabla 55 y en la figura 34.

Tabla 55. Resultados del estudio de TVT

Tiempo NUm. de ratones sobrevivientes % de supervivencia

Después de TVT NovoSeven® [MOD- MOD- NovoSeven® | MOD- MOD-
(h) 5014 5019 5014 5019
0 9 10 10 100 100 100
1 9 10 10 100 100 100
2 9 10 10 100 100 100
3 8 10 8 89 100 80

4 6 9 8 67 90 80

5 5 9 7 56 90 70

6 4 8 5 44 80 50

7 3 8 5 33 80 50

8 2 7 5 22 70 50

9 1 6 5 11 60 50
10 1 5 5 11 50 50
11 1 3 5 11 30 50
12 1 3 5 11 30 50
24 1 3 4 11 30 40

24 horas después de TVT, solo 11 % de los ratones inyectados con NovoSeven® habian sobrevivido. El 30 % de
MOD-5014 y el 40 % de MOD-5019 habian sobrevivido hasta este punto de tiempo. MOD-5014 y MOD-5019
inyectados por via subcutdnea muestran mejor supervivencia de los ratones en comparacion con NovoSeven®. Sin
embargo, los resultados no son 6ptimos ya que mas del 50 % de los animales murieron durante el experimento.

El factor Vlla, como otros factores de coagulacién, se inyecta normalmente por via intravenosa, para que esté
disponible directamente en el torrente sanguineo. Sin embargo, la presente invencién muestra que las
composiciones proporcionadas en la presente sorprendentemente se absorben mas eficazmente en el torrente
sanguineo después de la administracion SC. La posibilidad de administrar el FVlla por via subcutdnea constituye
una ventaja ya que puede usarse para aplicaciones profilacticas. Ademéas es mucho mas facil que los pacientes se

78



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2665319 T3

inyecten ellos mismos las inyecciones subcutaneas, y son una ventaja cuando los pacientes son muy jovenes y sus
venas son pequefias y dificiles de encontrar.

Por tanto, la aplicacién subcutanea puede usarse para un tratamiento profilactico,

Ejemplo 9: Estudio de PK-PD comparativo de MOD-5014 recombinante vs. NOVOSEVEN® después de una
administracion subcutanea en ratas SD

Obijetivos del estudio

Determinar los parametros farmacocinéticos y farmacodindmicos de MOD-5014 frente a rFVlla comercial en ratas
SD después de una Unica administracion SC.

Comparar dos experimentos independientes (05010 y 05034) que contienen los productos MOD-5014 originados a
partir de dos clones diferentes (clon nim. 28 frente al 61) segun sus parametros farmacocinéticos.

Métodos experimentales
Animales

24 ratas SD machos arribaron de Harlan Laboratories Israel, Ltd, al menos 4 dias antes de iniciar las inyecciones.
Los animales eran adultos jovenes saludables, de -200 gr al inicio del estudio. La variacién del peso corporal de los
animales en el momento de iniciar el tratamiento no debia exceder + 20 % de la media del peso de cada sexo. El
estado de salud de los animales usados en este estudio se examind a su llegada. Solo los animales con buen
estado de salud se adaptan a las condiciones del laboratorio y se usan en el estudio.

Ensayo de coagulacién de FVlla - STACLOT Vlla-Rtf

El factor tisular recombinante soluble (rsTF) usado en este ensayo utiliza la especificidad al FVlla para construir una
prueba de coagulacién de FVlla. rsTF, en la presencia de FVlla, calcio y fosfolipidos produce coagulaciéon del
plasma, sin activar FVIl a FVlla.

El tiempo de coagulacion observado en este sistema tiene una relacion inversa con el contenido de FVlla en la
muestra analizada, sin interferencia de la presencia de FVII en la muestra.

Se evalud la actividad de FVlla para NovoSeven® después de la reconstitucion y para MOD-5014 antes de cada
estudio. La actividad especifica de FVlla se calculé basada en A280. Cuando se compara la actividad especifica de
las dos moléculas, que difieren en PM, debe realizarse la compensacion para normalizar la actividad (es decir debido
a la diferencia de peso molecular, la cantidad de sitios activos en 1 mg de NovoSeven® es 1,185 veces mayor que
en MOD-5014).

Programa informatico PK solver

Los parametros farmacocinéticos se calcularon mediante el uso del programa informatico PK solver. La curva de
administracion IV se analizé como bolo CA de dos compartimentos, y la administracion SC como analisis trapezoidal
lineal Log - NCA Extravascular. Se calcularon las especificaciones del tiempo de vida media, el AUC, el aclaramiento
y la distribucion de volumen y los pardmetros de salida se estudiaron en comparacion entre los grupos de los
experimentos.

Materiales experimentales

Experimento niim. 05010:
A. NovoSeven® RT: (Lote # AU61553 preparado el 31.7.12*) Concentracion de FVila por A280: 0,86 mg/ml.
Ensayo de actividad de FVlla Staclot: 56 867 U/mg. Dosis inyectada: 946 pg/kg. *Mezcla de alicuotas de
NovoSeven®, todas del mismo lote nim.
B. Clon 28: MOD-5014 RS12-001: 0,77 mg/ml** basado en A280. Ensayo de actividad de FVlla Staclot: 34
162 U/mg. Dosis inyectada: 850 ug FVlla/kg.

Experimento niim. 05034:
A. NovoSeven® RT: (Lote #AU61347 preparado el 1.1.13) Concentracion de FVlla por A280: 0,82 mg/ml,
diluida a 0,4 mg/ml con tamp6n NS estéril. Ensayo de actividad de FVlla Staclot: 55 688 U/mg. Dosis
inyectada: 360 pg/kg y 20 047,7 U/Kkg.
B. Clon 61: MOD-5014 Lote 75: 1,9 mg/ml** basado en A280, diluida a 0,89 mg/ml con tampoén de
formulacion. Dosis inyectada: 20 047,7 U/kg. Actividad de coagulacion del FVlla: 25 002* U/mg basado en el
ensayo de actividad de FVlla Staclot.
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C. Clon 61: MOD-5014 Lote 81A: 2,36 mg/ml basada en A280 (filtrado en la mafiana del dia del estudio y se
volvio a medir a 280 nm), diluida a 0,4 mg/ml con tampén de formulaciéon. Dosis inyectada: 360 pg
FVlla/kg. Actividad de coagulacion del FVlla: 24943U/mg basada en el ensayo de actividad de FVlla Staclot.
D. Clon 61: MOD-5014 Lote 81A: 2,36 mg/ml basada en A280, diluida a 0,89 mg/ml con tampén de
formulacion. Dosis inyectada: 20 047,7 U/kg. Actividad de coagulacion del FVila: 24 943 U/mg basada en el
ensayo de actividad de FVlla Staclot.

Descripcion de los estudios
Experimento nim. 05010

MOD-5014 y NovoSeven® se administraron en una Unica inyeccion intravenosa o subcutanea a las ratas SD en una
dosis de 0,9 mg/kg de peso corporal. Las muestras de sangre se extrajeron a partir del seno orbital del ojo de 3 ratas
alternativamente a las 0,5, 4, 8, 12, 24, 34, 48 y 58 horas después de la dosificacion. El plasma citratado (0,32 %) se
prepar6 inmediatamente después del muestreo y se almacené a — 20 °C hasta su analisis. El estudio se realizé en
"Science in Action", Nes-Ziona. Se evalud el nivel de actividad de coagulacion del FVlla y se realizd un analisis PK
detallado en Prolor-Biotech.

Tabla 55: Disefio del estudio 05010

e ' ~ Puntosde
| Ném. | ide Vol  tiempo
Grupos | Elemento| NGm- | animales/ | Viade ¢, [Niveldely ooiige  (horas
tratados deprucha “PRU BURG . laeion |Gghe| ()  depusdeln
| tiempo
;zﬁ 0,0.5, 4.8,
& || B 3 v | M | o6 | 220 |12,24,34,
48, 58
®)
rE¥Ila
RS12- 0,0.5,4,8,
B | oo | 6 3 v | M | 850 | 220 |12,24,34,
({clon 48, 58
28)

Experimento nium. 05034

MOD-5014 y NovoSeven® se administraron en una Unica inyeccion subcutanea a las ratas SD en una dosis de 0,9
mg/kg de peso corporal. Las muestras de sangre se extrajeron del seno orbital del ojo de 3 ratas alternativamente a
las 0,5, 2, 4, 6, 8, 12, 24, 34, 48 y 72 horas después de la dosificacion. El plasma citratado (0,32 %) se prepard
inmediatamente después del muestreo y se almacend a -20 °C hasta su analisis. El estudio se realizé en "Science in
Action", Nes-Ziona.

Se evaluo el nivel de actividad de coagulacion del FVlla y se realiz6 un analisis PK detallado en Prolor-Biotech.

Tabla 56: Disefio del estudio 05034
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Nivel de Nivel Puntos de
NUm. de dosis de vol tiempo
Tratados. |Elemento de animales/grupo |Via de Gé dosis S (horas
e énero |por inyectado .
Grupos prueba /punto de dosificacién ; por después
) ok animal . (u)
tiempo (ug/kg) animal dela
HA9) | Uikg) dosis)
0,0,5, 2,
FVlla 20047. 4,6,8,12,
A (NovoSeven®) 3 SC M 360 7 207 24, 34,
48,72
0,0,5, 2,
FVlla 75 (clon 20047. 4,6,8,12,
B 61) 3 SC M 801,84 7 207 24, 34, 48,
72
0,0,5, 2,
FVlla 81A (clon 8979,4 4,6,8,12,
C 61) 3 SC M 360 8 207 24, 34, 48,
72
0,0,5, 2,
FVlla 81A (clon 20047. 4,6,8,12,
D 61) 3 SC M 803,74 7 207 24, 34, 48,
72
Resultados

La actividad del FVlla en las muestras de sangre se cuantifico mediante el uso del estuche STACLOT Vlla-rTF
(Stago). El perfil farmacocinético se calculé para cada proteina y es la media de 3 animales en cada punto de
tiempo.

Experimento nim. 05010
Después de la reduccién de fondo: 15 mU/ml.

La figura 35 presenta el perfil PK de FVlla después de la administracion IV y SC de NovoSeven® o MOD-5014. En la
tabla 57 se presenta un resumen de los valores de actividad del FVlla para cada punto de tiempo. La administracion
IV y SC tienen un patron PK diferente (véase la figura 35; después de la reduccion de fondo: 15 mU/ml). La Cméx
después de la inyeccion IV es mayor que la obtenida después de la inyeccion SC, debido a la presencia del farmaco
en la sangre inmediatamente después de la administracién (medida a las 0,5 hora, tabla 57 y tabla 58). Sin embargo,
después de la administracion SC las moléculas del farmaco se transfieren a la matriz intracelular y los tejidos, por lo
tanto la Cméax puede medirse solo después de 2 horas de la inyeccion. La recuperacion total del farmaco después
de la administracion SC es menor que el valor de Cméax después de la inyeccion IV.

8 horas después de la inyeccion, NovoSeven® manifestd un patrén PK igual cuando se inyecté IV o SC, (después
de la reduccién de fondo: 15 mU/ml, figura 35). Ademas, no se detectd actividad de coagulacion para los ratones
tratados con NovoSeven® en los puntos de tiempo después de las 12 horas, mientras que los ratones tratados con
MOD-5014 retuvieron la actividad medible a las 58 horas después de la dosificacion (tabla 57; después de la
reduccion de fondo: 15 mU/ml; figura 35).

Tabla 57. Actividad de coagulacién del FVila de MOD-5014 frente a NovoSeven® después de la administracién IV o

SsC

) NovoSeven® IV |MOD-5014 IV |NovoSeven®  SC |MOD-5014 SC
Tiempo (A (B) ©) (D)
") mU/ml %CV |mUml |%CV mU/ml %CV mU/ml %CV
0,5 304651,7 18,7 232818,3 5,0 114917 2,4 3691,7 19,0
4 40068,3 7,8 62085,0 19,5 21385,0 22,6 12018.3 (15,8

5276,7 2,5 25931,7 16,1 5525,0 32,5 6445,0 2,2

12 2550 13,8 5633,3 9,3 2977 41,4 924,7 24,1
24 13 7.1 251,3 11,8 |1,3 89,2 249,3 60,3
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NovoSeven® IV |MOD-5014 IV |NovoSeven® SC |MOD-5014 SC
&i)empo (A) (8) ©) (D)

muU/ml % CV  mU/ml % CV |mU/ml %CV mUml %CV
34 0,0 78,3 4,5 0,0 63,7 85,5
48 29,0 9,9 0,0 35,0 47,2
58 10,3 4,6 0,0 13,7 33,5

Después de la reduccién de fondo: 15 mU/ml.

Tabla 58: Parametros PK de MOD-5014 vs. NovoSeven® después de la administraciéon IV o SC

A. IV

Parametros PK

Tiempo de vida media-a (0,5-4 horas)

NovoSeven® RT (A)
0,24

MOD-5014 (RS 12-001) (B)
1,04

Tiempo de vida media-f3 (4-58 horas) 1,31 3,17
AUC 0-inf mU/ml*h 702467,95 820778,67
Vss [U/Kg/(mU/ml)] 0,13 0,13
CL [(U/Kg)/(mU/ml)/h] 0,08 0,04
MRT (horas) 1,74 3,62

B.SC
Parametros PK

Tiempo de vida media (horas)

NovoSeven® RT (B)
1,40

MOD-5014 (RS 12-001) (C)
7,78

Cmax (mU/ml) 21385,00 12018,33
AUC 0-inf (mU/ml*h) 115099,72 84158,87
MRT 0-inf (horas) 4,32 7,04
Vz/F (U/Kg)/(mU/ml) 0,95 3,88
CI/F (U/Kg)/(mU/ml)/n 0,47 0,35

Experimento nim. 05034

La figura 36 presenta el perfil PK de FVII a después de la administracion SC de NovoSeven® o MOD-5017. Dos
lotes diferentes del clon nim. 61 (#75 y #81) se examinaron a la misma concentracion o las mismas unidades de
actividad, en comparacion con NovoSeven®. En la tabla 59 se presenta un resumen de los valores de actividad del
FVlla para cada punto de tiempo.

Los resultados indican un patréon PK similar después de la administracion SC correspondiente a los experimentos
anteriores. Ademas, no se detectd actividad de coagulacion para los ratones tratados con NovoSeven® en los
puntos de tiempo después de las 12 horas, mientras que los ratones tratados con MOD-5014 retuvieron una
actividad medible a las 24 horas después de la dosificacion (tabla 59 vy figura 36; y después de la reduccion de
fondo: 56 mU/ml (8, 12 horas) o 32 mU/ml (0,5, 2, 6, 14 horas)).

El clon nim. 61 lote #81 (D) Cméx (1,301 mU/ml) fue menor que los valores de Cmax del clon num. 61 lote #75 (B) y
NovoSeven® (A) (3,521 mU/mly 5,908 mU/ml respectivamente), aunque todos se inyectaron con la misma actividad
unitaria (tabla 6). Sin embargo, el lote #75 (B) y #81 (D) tienen las mismas unidades de actividad (559 mU/mly 478
mU/ml respectivamente) medidas 8 horas después de la inyeccién (figura 36 y tabla 59; y después de la reduccion
de fondo: 56 mU/ml (8, 12 horas) o 32 mU/ml (0,5, 2, 6, 14 horas)).

Tabla 59: Actividad de coagulacion del FVila de MOD-5014 (Clon 61 #75, #81) frente a NovoSeven® después de
una Unica administracién SC.

Tiempo | NovoSeven® MOD-5014 Clon 61 /MOD-5014 Clon 61 MOD-5014 Clon 61
) P A) Lote 75 (B) - igual |lLote 81A (C) - igual |[Lote 81A (D) - igual
U/kg conc.FVlla pg/kg U/kg
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%

muU/ml cv muU/ml % CV | mU/ml % CV mu/ml %CV
0,5 3271,3 /46,5 |350,3 26,6 101,3 24,1 208,7 51,2

5908 ,0 18,1 |3521,3 70,9 12947 7,0 1301,3 31,6
6 1411,7 (23,6 [1349,7 45,6 425,3 27,6 663,0 13,4
8 1029 ,0 (12,4 |559,3 52,7 152,7 19,5 478,0 25,4
12 121.3 (9,9 563,0 17,4 148,7 36,3 712,7 16,2
24 1,0 25,0 |117,0 41,9 21,3 36,4 99,0 36,7

Después de la reduccion de fondo: 56 mU/ml (8,12 horas) o 32 mU/ml (0,5, 2, 6, 14 horas).

Tabla 60: Parametros PK de MOD-5014 (Clon 61 #75, #81) frente a NovoSeven® después de una Unica
administracion SC.

Parametros  de | MOD-2014 MOD-5014 Clon 61 | MOD-5014
Clon 61 Lote . Clon 61 Lote
Pk NovoSeven® RT 75 (B)- i | Lote 81A (C)- igual . |
(A) (B)- igual | ohe Fvila ug/kg 81A (D)- igua
U/kg ) U/kg
Tiempo de vida ) 5, 5,70 4,62 6,41
media (horas)
Cméax (mU/ml) 5908,00 3521,33 1294,67 1301,33
AUC 0-inf 5 4688,18 20456,96 6260,23 13098,16
(mU/ml*h)
MRT 0-inf (horas) |3,73 7,86 6,40 10,59
Vz/F
(U/Kg)(mU/ml) 1,96 8,06 9,55 14,15
Cl/F
(U/Kg)(mU/miy/h 0,81 0,98 1,43 1,53

Este informe resume dos estudios PK; 05010 y 05034. Nuestro objetivo fue proporcionar informacion especifica
sobre el impacto de la fusién de CTP a FVII en el tiempo de vida media y el aclaramiento de la proteina en una
administracion subcutanea y abordar el paradigma de su actividad especifica después de esta modificacion. En
estos estudios, las ratas SD se administraron con una Unica inyeccion SC de MOD-5014 originado de dos clones, y
dos lotes diferentes, en comparacion con el FVlla recombinante comercial (NovoSeven®). Los componentes se
inyectaron a una concentracion similar de FVlla (ug/Kg) o al mismo nivel de actividad (U/Kg) y se realizo el andlisis
basado en la actividad PK.

El propésito principal del primer estudio fue verificar los diferentes parametros PK después de una administracion 1V
y SC. Basados en este estudio podemos concluir que existe una diferencia entre el patrén PK medido después de
una administracion IV o SC. A un t“? de 7,78 horas medido después de la inyeccion SC de MOD-5014, y solo 4,2
horas después de la inyeccion IV. Los valores de AUC fueron los mismos (tabla 58).

El segundo estudio sin embargo, estuvo destinado a las diferencias entre dos lotes de MOD-5014 clon nim. 61, que
se inyectaron con la misma concentracion de FVlla o en igual unidad de actividad, en comparacion con
NovoSeven®. En este estudio demostramos que el clon 61 lote #75 manifestd mejores parametros PK que el lote
#81. El lote #81, que se inyect6 al mismo nivel de actividad unitaria, tuvo menor Cmax por un motivo desconocido.
Ademas, se midid la misma Cméax cuando se inyectd el clon 61 lote #81 en dos dosis diferentes (por la
concentracion de FVlla o por la actividad unitaria), en lugar de 2,5 veces entre los dos valores de actividad. Después
del andlisis de ambos estudios en conjunto, podemos concluir que el clon 28 manifesté un parametro de 2
prolongado que el clon 61 #75 (el mejor lote) después de la inyeccién SC (7,78 horas y 5,7 horas respectivamente,
tabla 60). Podemos concluir ademas que las muestras en puntos de tiempo diferentes crean un patron PK diferente,
gue conduce a una variacion en las curvas PK. Los patrones de las curvas pueden ensefiarnos mas sobre el
comportamiento del farmaco en la sangre. Por lo tanto, decidimos determinar los puntos de tiempo similares a los
detectados por Baxter (0, 0,5, 2, 6, 8, 12, 24, 34, 48, 72 horas). Ademas, la concentraciéon de FVlla en el
experimento 05010 fue demasiado alta, y se reviso en el siguiente experimento SC (05034). Para futuros estudios
PK, decidimos inyectar el componente a 360 ug de FVlla/kg para una dosis.

En conjunto, podemos aprender mas sobre nuestro producto MOD-5014 después de una administracién SC para
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determinar el clon y lote de mas calidad y decidir el mejor método para la cantidad de inyecciones de MOD-5014- por
la concentracion de FVlla o por las unidades de actividad.

Aunque algunas caracteristicas de la invencion se han ilustrado y descrito en la presente, los expertos en la técnica
podran realizar muchas modificaciones, sustituciones, cambios, y equivalentes.
Listado de secuencias

<110> PROLOR BIOTECH INC.

FIMA, UDI EYAL

HART, GILI

<120> FACTORES DE COAGULACION DE ACCION PROLONGADA Y METODOS PARA PRODUCIR LOS
MISMOS

<130> P-9520-PC5

<150> 13/372,540
<151> 2012-02-14

<160> 45
<170> Patentln version 3.5

<210>1

<211> 32

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Asp Pro Arg Phe Gln Asp Ser Ser Ser Ser Lys Ala Pro Pro Pro Ser
1 5 10 15

Leu Pro Ser Pro Ser Arg Leu Pro Gly Pro Ser Asp Thr Pro Ile Leu
20 25 30

<210>2

<211>28

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 2
Ser Ser Ser Ser Lys Ala Pro Pro Pro Ser Leu Pro Ser Pro Ser Arg
1 5 10 15
Leu Pro Gly Pro Ser Asp Thr Pro Ile Leu Pro Gln
20 25
<210>3
<211>12

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 3

Ser Ser Ser Ser Lys Ala Pro Pro Pro Ser Leu Pro
1 5 10

<210>4

<211> 28

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4
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Ser Ser Ser Ser Lys Ala Pro Pro Pro Ser Leu Pro Ser Pro Ser Arg

1 5

Leu Pro Gly Pro Ser Asp Thr Pro Ile Leu Pro Gln

20

<210>5

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR para el factor VIl

<400> 5
ctcgaggaca tggtctccca ggecc 25

<210>6

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR para el factor VII

<400> 6
tctagaatag gtatttttcc acat 24

<210>7

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR para el factor VIl

<400>7
tctagaaaaa agaaatgcca gc 22

<210>8

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR para el factor VIl

<400> 8
gcggcecgcat cctcagggaa atggggcetcg ca

<210>9

<211> 444

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 9
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Met

Asn

360

hsp

Gly

Thr

Trp

Arg
440

ES 2665319 T3

Gln

265

Ile

val

Fhe

Gly

Thr

345

Ila

Ser

Thr

Val

Leu

425

Rla

250

val

Ala

Pro

val

Ala

330

Gln

The

Cya

Tre

Gly

410

GEln

Fro

Ile

Leu

Leu

Arg

315

Thr

Asp

Glu

Lys

Tyr

385

His

Lys

Fhe

Ile

Leu

Cys

300

Phe

Ala

Cys

Tz

Gly

380

Leau

Pha

Leu

Fro

Fro

Arg

285

Sar

Mat

365

Asp

Thr

Gly

Ser

270

Lau

Pro

Leu

Glu

Gln

350

Pha

Ser

Gly

Val

430

255

Thr

His

Glu

Val

Leu

335

Eln

Cya

Gly

Ile

Tyr

415

Ser

Tyr

Gln

hArg

Sar

320

Met

Ser

Ala

Gly

Val

400

Thr

Glu

Met Val Ser Gln Ala Leu Arg Leu Leu Cys Leu Leu Leu Gly Leu Gln
1 5 10 15

Gly Cys Leu Ala Ala Val Phe Val Thr Gln Glu Glu Ala His Gly Val

87



Leu

Gly

Ala

65

Ser

Gly

Ala

Cys

Gly

145

Asp

Pro

Gly

Leu

225

Asn

hsp

His

Ser

50

Arg

Tyr

Ser

Phe

Val

130

Thr

Gly

Ile

Gly

val

210

val

Leu

Glu

Arg

Leu

Glu

Ser

Cys

Glu

115

Asn

Lys

val

Leu

Lys

195

Asn

val

Ile

Gln

20

Arg Arg Arg Ala

Glu

Ile

Asp

Lys

100

Gly

Glu

Arg

Ser

Glu

180

Val

Gly

Ser

Ala

Ser
280

Phe

Gly

85

Asp

Aan

Ser

Cys

165

Lys

Cys

Ala

Ala

Val
245

Glu

Lya

70

Asp

E1ln

Asn

Gly

Cys

150

Thr

Arg

Pro

Eln

Ala

230

Arg

Cys

55

hep

Gln

Leu

Cys

Gly

135

Pro

hAsn

Lys

Leu

215

His

Gly

Val

Asn

Lys

Ala

Cys

Gln

Glu

120

Cys

Cys

Thr

Ala

Gly

200

Cys

Cys

Glu

Ala

ES 2665319 T3

25

Ala

Glu

Glu

Ala

Ser

105

Thr

Glu

His

val

Ser

185

Glu

Gly

FPhe

His

Gln
265

Phe

Glu

hrg

Ser

90

Tyr

Hig

Gln

GElu

Glu

170

Lys

Cys

Gly

250

Val

Leu

Gln

Thr

75

Ser

Ile

Lys

Tyr

Gly

155

Tyr

Pro

Pro

Thr

Lys

235

Lau

Ile

88

Glu

Cys

&0

Lya

Pro

Cys

Asp

Cys

140

Tyr

Pro

GEln

Trp

Leu

220

Ile

Sar

Ile

Glu

Ser

Leu

Cys

Phe

Asp

125

Ser

Ser

Cys

Gly

GEln

205

Ile

Lys

Glu

Pro

30

Leu

Phe

Fhea

Gln

Cys

110

Gln

Asp

Leu

Gly

Arg

190

val

Asn

Asn

His

Ser
270

Arg

Glu

Trp

Asn

95

Leu

Leu

Hisg

Leu

Lys

175

Ile

Leu

Thr

Trp

Asp

255

Thr

Pro

Glu

Ile

g0

Gly

Pro

Ile

Thr

Ala

160

Ile

Val

Lau

Ile

Arg

240

Gly

Tyr



Val

Pro

Thr

305

Gly

Val

Gly

Fro

385

Ser

Arg

Pro

Fro

Val

290

Fhe

Trp

Lau

Lys

Tyr

370

His

Trp

Val

Arg

Gly Thr

275

val

Ser Glu

Gly Gln

val
340

Val
355

Gly
Ser Asp
Ala Thr
Gln

Gly

Gln
420

Sar

Pro
435

Gly

Thr

The

Arg

Leu

325

Fro

Asp

Gly

His

Gly

405

Tyr

Val

Asn

Asp

Thr

3140

Leu

Arg

Ser

Sear

Ty

3580

Cya

Ila

Lau

His

His

295

Leu

Asp

Lau

Pro

Lys

375

Arg

Ala

Glu

Lau

ES 2665319 T3

Asp

280

val

Ala

Arg

Mat

Asn

360

Asp

Gly

Thr

Trp

Arg
440

Ila

val

Phe

Gly

Thr

345

Ile

Sar

The

Val

Leu

425

Ala

Ala

Pro

Val

hla

330

Gln

Thr

Cys

Tep

Gly

410

Gln

Fro

Leu

Liau

Arg

31s

Thr

Asp

Glu

Lys

TyE

385

His

Lys

Fha

Lau

Cys

300

Fhe

RAla

Cys

Tyr

Gly

380

Lau

Ehe

Lau

Fro

Arg

285

Lau

Ser

Lau

Lau

Met

365

Asp

The

Gly

Met

Gly
445

Lau

Fro

Glu

Gln

350

FPhe

Ser

Gly

val

Arg

430

Cys

His

Glu

Val

Leu

335

Gln

Cys

Gly

Ila

Tyr

415

Sar

Gly

Gln

Arg

Ser

320

Mat

Sar

Ala

Gly

Val

400

Thr

Glu

Arg

<210>11
<211> 1356
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 11

ctcgaggaca
tgcctggetyg
cgegecaacy
gagcagtgct
ttctggattt
tcectgeaagg

aactgtgaga

tggtctecea
cagtcttegt
cgttectgga
ccttcgagga
cttacagtga
accagctcca

cgcacaagga

ggccctcagg
aacccaggag
ggagctgegyg
ggcccgggag
tggggaccag
gtcectatate

tgaccagetg

ctcectetgece
gaagcccacg
cagggetece
atcttcaagg
tgtgcctcaa
tgctteotgee

atctgtgtga

ttctgcttgg
gegtcctgea
tggagaggga
acgcggagag
gtccatgecea
teoeoctgectt

acgagaacqgqg

89

gcttcaggge
cecggcegeegyg
gtgcaaggag
gacgaagctg
gaatggggge
cgagggcegy

cggctgtgay

60

120

180

240

300

360

420



10

cagtactgca
ctgctggcag
attetagaaa
cocaaagggyg
gggaccotga
aactggagga
gagoagagoo
dacCcacgaca
cocctoctgoec
ttggtoagog
ctoaaogtgo
tococccaaata
tgoaaggggg
ggcatocgtca
gtetcocecagt
ctoctgogag
<210>12

<211> 1442
<212> ADN

gtgaccacac
acggggtgtc
aaagaaatge
agtgteocatg
tcaacaccat
acctgatoge
ggcgggotgga
tegegetget
tgocegaacyg
gctggggoca
coccggotgat
tocacggagta
acagtggagg
gctggggoca

acatcgagtg

cococatttoo

<213> Secuencia artificial

<220>

gggcaccaag
ctgcacacce
cagcaaaccc
goaggtootyg
ctgggtggte
ggtgctggge
goaggtcate
cagoectgcac
gacgttctct
gotgetggac
gacooaggac
catgttotgt
cocacatgoe
gggctgogca
gctgcaaaag

ctgaggatge

ES 2665319 T3

cgctocctgte
acagttgaat
caaggocgaa
ttgttggtga
tocgoggooe
gagoacgaco
atcccococageoa
cagccegtgg
gagaggacgo
cgtggogoca
tgoctgoage
googgotact
acccactaca
accgtgggcc
cteatgeget

ggoogs

ggtgoccacga
atccatgtgg
ttotgggggg
atggagectca
actgtttoga
tcagogagoa
cgtacgtcoee
toctecactga
tggocottegt
oggoooctgga
agtoacggaa
oggatggoag
ggggoacgtg
actttggggt

cagagccacg

ggggtactct
aaaaatacct
caaggtgtgo
gttgtgtggyg
caaaatcaag
cgacggggat
gggcacoacc
ccatgtggtyg
gogottotoa
gotcatggte
ggtgggagac
caaggactoo
gtacctgacg
gtacaccagg

cocaggagtc

<223> Factor VII modificado con CTP

<400> 12
ctcgaggaca

tgcectggetg
cgegecaacyg
gagcagtgct
ttectggattt
tectgeaagyg
aactgtgaga
cagtactgca
ctgetggeag

attctagaaa

tggtctecceca
cagtcttcegt
cgttectgga
ccttegagga
cttacagtga
accagcetaoca
cgcacaagga
gtgaccacac

acggggtgte

aaagaaatgc

ggccctcagg
aacccaggag
ggagctgegg
ggcccgggag
tggggaccayg
gtcctatate
tgaccagetg
gggcaccaag
ctgcacacce

cagcaaaccc

ctcectetgece
gaagcccacg
ccgggetece
atcttcaagg
tgtgcctcaa
tgcttetgee
atctgtgtga
cgctecetgte
acagttgaat

caaggecegaa

ttctgcttgg
gcgtcctgea
tggagaggga
acgcggagag
gtccatgeca
tecetgeett
acgagaacgg
ggtgccacga
atccatgtgyg

ttgtgggggg

90

gcttcaggge
ccggegecgg
gtgcaaggag
gacgaagctg
gaatgggagce
cgaggygcegyg
cggctgtgag
ggggtactct
aaaaatacct

caaggtgtge

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1358

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
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coccaaagggg
gggaccctga
aactggagga
gagoagagoo
aaccacgaca
cogoctotgoo
ttggtcageg
ctoaacgtgo
tocccaaata
tgoaaggggg
ggcatocgtga
gtgtcccagt
ctgotgagag
cotagoagac
go

<210>13

<211> 472
<212> PRT

agtgteocatg

tcaacaccat
acctgatcge
ggcgggtgge
togegotget
tgcoccgaacyg
gotggggoca
cooggotgat
tcacggagta
acagtggagyg
gotggggoca
acatcgagtg
cocecttoos

tgococtgggea

<213> Secuencia artificial

<220>

goaggtoctg
ctgggtggtco
ggtgctggge
goaggteate
cogoctgoac
gacgttoteot
gotgotggac
gaocooaggac
catgtteotgt
cocacatgee
gggctgogec
gotgoagaaa
cagoagoage

cagogacace

<223> Factor VII modificado con CTP

<400> 13

Met Vval
1

Ser

Gly Cys Leu

Leu His Arg

Gly Ser Leu

50

Ala
65

Arg Glu

Ser Tyr Ser

Gln Ala Leu

Ala
20

Ala val

Arg Arg Arg

Glu Arg Glu

Ile Phe Lys

70

Asp Gly Asp

Arg Leu

Phe val

Ala Asn

40

Cys
55

Lys
Ala

Asp

Gln Cys

Leu

Thr

25

Ala

Glu

Glu

Ala

ES 2665319 T3

ttgttggtga
tcegoggooce
gagcacgacc
atoococcagoa
cagocoghbgg
gagaggacgc
cgtggogoca
tgoctgoage
googgotact
acccactace
accgtgggoc
ctgatgagaa
tocaaggooo

coccatectge

Cys Leu

10

Gln Glu

Phe

Leu

Glu Gln

Leu

Glu

Glu

Cys

atggagctca
actgtttega
tecagecgagea
ogtacgteoce
tectcactga
tggocttogt
oggocctgga
agtoacggaa
cggatggeag
ggggcacgtg
actteggegt
gogageccag
ctececectag

cccagtgagg

Leu Gly

Ala His

30

Glu
45

Leu

Ser Phe

60

Thr
75

Arg

Ser Ser

91

Lys

Pro

Leu Phe

Cys Gln

gttgtgtggg
caaaatcaag
cgacggggat
gogoaccaco
ccatgtggtyg
gogottoteoa
gotcatggto
ggtgggagac
caaggactcc
gtacctgace
gtacaccagg
accoggogtg
cotgoocage

atcogoggee

Leu Gln

15

Gly val

Arg Pro
Glu

Glu

Ile
80

Trp

Asn
95

Gly

660

720

780

B840

00

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1442



Gly

Ala

Cys

Gly

145

hsp

Fro

Gly

Asn

Asp

val

Pro

305

Gly

Val

Ser

Fhe

val

130

Thr

Gly

Ile

Gly

val

210

val

Leau

Glu

Pro

val

250

Fhe

Trp

Lau

Cys

Glu

115

Asgn

Lys

Val

Lau

Lys

135

Asn

Vval

Ile

Gln

Gly

275

Val

Ser

Gly

Asn

Lys

100

Gly

Glu

Arg

Sar

Glu

180

Val

Gly

Ser

Ala

Sar

260

The

Glu

Gln

Val

hsp

Asn

Ser

Cys

165

Lys

Cys

Ala

Ala

Val
245

Arg

Thz

Thr

Leu
325

Fro

Gln

Agn

Gly

Cys

150

Thr

Fro

Gln

Ala

230

Leau

Arg

Asn

hsp

Thr

310

Leu

Lau

Cys

Gly

135

Arg

Fro

Lys

Leu

215

His

Gly

val

His

Hisg

295

Leu

Lau

ES 2665319 T3

Gln

Glu

120

Cys

Cys

Thr

Ala

Gly

200

Cys

Cys

Glu

Ala

Asp

280

Val

Ala

Mat

Ser

105

Thr

Glu

His

Val

Bar

185

Glu

Gly

Phe

His

Gln

265

Ile

Val

Phe

Gly

Thr

Tyr

Hig

Gln

Glu

Glu

170

Lys

Cys

Gly

Asp

Asp

250

Val

Ala

Pro

Val

Ala

330

Gln

Ila

Lys

Tyr

Gly

155

Tyr

Fro

Fro

Thr

Lys

235

Leu

Ila

Laua

Arg
315

Thr

Asp

92

Cys

Asp

Cys

140

Tyr

Fro

Gln

Irp

Leu

220

Ile

Sear

Ila

L

Cys

300

Fhe

Ala

Cys

Fhe

Asp

125

Ser

Ser

Cys

Gly

Gln

205

Ile

Lys

Glu

Fro

Arg
285

Leu

Sar

Cys

110

Gln

hap

Leu

Gly

Arg

130

Val

hAsn

Asn

His

Sar

270

Pro

Leu

Elu

Gln

Lau

Leu

Hig

Leu

Lys

175

Ile

Lau

Thr

Trp

Asp

255

The

His

Glu

Val

Leu

335

Gln

Fro

Ile

Thr

Ala

160

Ila

Val

Lau

Ile

Arg

240

Gly

Tyr

Gln

Arg

Bear

320

Meat

Sar



10

ES 2665319 T3

Asn

360

hsp

Gly

Thr

Trp

qu

440

Fro

Gln

345

Ile

Ser

Thr

Val

L

425

Ala

Ser

Thr

Cys

TEp

Gly

410

Gln

Pro

Pro

Glu

Lys

Tyr

395

His

Lys

Phe

Ser

Tyr

Gly

380

Lau

Fhe

Lau

Pro

Arg
460

Met

365

Asp

Thr

Gly

Maet

Ser

445

Leu

350

Pha

Ser

Gly

Val

Arg

430

Ser

Pro

Cys

Gly

Ile

Tyr

415

Ser

Ser

Gly

Ala

Gly

val

400

Thr

Glu

Ser

Fro

340
Arg Lys Val Gly Asp S5er Pro
355
Gly Tyr Ser Asp Gly Ser Lys
370 375

Pro Hig Ala Thr His Tyr Arg

385 330

SBer Trp Gly Gln Gly Cys Ala

405
Arg Val Ser Gln Tyr Ile Glu
420
Pro Arg Pro Gly Val Leu Leu
435
Lys Ala Pro Pro Pro Ser Leu
450 455

Sar Asp Thr Pro Ile Leu Pro

465 470
<210> 14
<211> 1535
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Factor VII modificado con CTP
<400> 14
ctcgaggaca tggtctccca ggcectcagg
tgecctggetg cagtcttegt aacccaggag
cgegccaacyg cgttcetgga ggagcectgegg
gagcagtgct ccttecgagga ggcccgggag
ttctggattt cttacagtga tgaggaccag
tcectgecaagg accagctcca gtcctatatc
aactgtgaga cgcacaagga tgaccagetg
cagtactgca gtgaccacac gggcaccaag
ctgetggeag acggggtgtce ctgoacaccce
attctagaaa aaagaaatgc cagcaaaccc

ctcetetgee
gaagcccacg
ccgggetece
atcttcaagyg
tgtgccteaa
tgcttetgec
atctgtgtga
cgeteetgte
acagttgaat

caaggcegaa

ttctgcttgg
gcgtoctgea
tggagaggga
acgcggagaqg
gtccatgeca
toccctgeett
acgagaacgg
ggtgccacga
atccatgtgg

ttgtgggggg

93

gcttcaggge
ccggegecgg
gtgcaaggag
gacgaagctg
gaatggggge
cgagggocgg
cggctgtgag
ggggtactct
aaaaatacct

caaggtgtge

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600



ES 2665319 T3

coccaaagggg agtgtcecatg geocaggteoctg ttgttggtga atggagetceca gttgtgtggg 660
gggaccctga tcaacaccat ctgggtggtc tcocecgeoeggecce actgtttoga caaaatcaag 720
aactggagga acctgatcge ggtgotggge gagcacgace tcagogagca cgacggggat 780
gagoagagoo ggogggtgge goaggtoate atccecageoa ogtacgtoce gggoaccacea 8B40
aaccacgaca tegegotgeot cogeoctgeoac cagocoghbgg toctcactga cocatgbgghg 500
cooctotgoo tgoococgaacg gaogttotot gagaggacge tggocttogt gogottotoa 260
ttggtocagog getggggoca gotgotggac cgtggogocca cggoocctgga gotcatggho 1020
ctcaacgtge cecoggctgat gacccaggac tgeocctgeoage agtcacggaa ggtgggagac 1080
tececaaata teacggagta catgttetgt gecggetact cggatggeag caaggactoe 1140
tgeaaggggy acagtggagyg cocacatgeoc acccactace ggggoacgtg gtacctgace 1200
ggcatogtga gotggggoca gggotgogoo acocgtgggoe acttoggogt gtacaccagg 1260
gtgtoocagt acatcgagtg gotgoagaaa ctgatgagas gogagococcag accoggoghg 1320
ctgotgagag ceccccotteoocc cagoagoage toccaaggooco ctoccococctag coctgococago 1380
coctagoagac tgoctgggoc ctoocgacaca ccaatcctge cacagageag ctoctctaag 14440
goccccteocte catcectgec atcocccocctec eggectgocag gocccteotga caccoctatc 1500
ctgoctcagt gatgaaggte tggatcogog googo 1535

<210> 15

<211> 500

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Factor VII modificado con CTP

<400> 15

Met Val Ser Gln Ala Leu Arg Leu Leu Cys Leu Leu Leu Gly Leu Gln

1 5 10 15

Gly Cys Leu Ala Ala Val Phe Val Thr Gln Glu Glu Ala His Gly Vval

20 25 30
Leu His Arg Arg Arg Arg Ala Asn Ala Phe Leu Glu Glu Leu Arg Pro
35 40 45
Gly Ser Leu Glu Arg Glu Cys Lys Glu Glu Gln Cys Ser Phe Glu Glu
50 55 60
Ala Arg Glu Ile Phe Lys Asp Ala Glu Arg Thr Lys Leu Phe Trp Ile
65 70 75 80

94



Ser

Gly

aAla

Cys

Gly

145

Asp

Pro

Gly

Leu

Trp

225

Asn

Asp

Vval

Pro

Thr

305

Gly

Tyr

Ser

Phe

val

130

Thr

Gly

Ile

Gly

Val

210

val

Leu

Glu

Pro

val

290

Phe

Trp

Ser

Cys

Glu

115

Asn

Lys

Val

Leu

Lys

195

Asn

val

Ile

Gln

Gly

275

val

Ser

Gly

Asp

Lys

100

Gly

Glu

Arg

Ser

Glu

180

val

Gly

Ser

Ala

Ser

260

Thr

Leu

Glu

Gln

Gly

85

Asp

Arg

Asn

Ser

Cys

165

Lys

Cys

Ala

Ala

Val

245

Arg

Thr

Thr

Arg

Leu
325

Asp

Gln

Asn

Gly

Cys

150

Thr

Arg

Pro

Gln

Ala

230

Leu

Arg

Asn

Asp

Thr

310

Leu

Gln

Leu

Cys

Gly

135

Arg

Pro

Asn

Lys

Leu

215

Hisg

Gly

Val

His

His

295

Leu

Asp

Cys

Gln

Glu

120

Cys

Cys

Thr

Ala

Gly

200

Cys

Cys

Glu

Ala

Asp

280

val

Ala

Arg

Ala

Ser

105

Thr

Glu

His

val

Ser

185

Glu

Gly

Phe

His

Gln

265

Ile

val

Phe

Gly

ES 2665319 T3

Ser

80

Tyr

His

Gln

Glu

Glu

170

Lys

Cys

Gly

Asp

Asp

250

Val

Ala

Pro

Val

Ala
330

Ser

Ile

Lys

Tyr

Gly

155

Tyr

Pro

Pro

Thr

Lys

235

Leu

Ile

Leu

Leu

Arg

315

Thr

Pro

Cys

Asp

Cys

140

Tyr

Pro

Gln

Trp

Leu

220

Ile

Ser

Ile

Leu

Cys

300

Phe

Ala

95

Cys

Phe

Asp

125

Ser

Ser

Cys

Gly

Gln

205

Ile

Lys

Glu

Pro

Arg

285

Leu

Ser

Leu

Gln

Cys

110

Gln

Asp

Leu

Gly

Arg

1%0

val

Asn

Asn

His

Ser

270

Leu

Pro

Leu

Glu

Asn

85

Leu

Leu

Hisg

Leu

Lys

175

Ile

Leu

Thr

Trp

Asp

255

Thr

Hisg

Glu

Val

Leu
335

Gly

Pro

Ile

Thr

Ala

160

Ile

val

Leu

Ile

Arg

240

Gly

Tyr

Gln

aArg

Ser

320

Met
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Val Leu

Arg Lys

Asn

Val

Val
340

Pro

Gly Asp

355

Gly Tyr

370

Pro His

385

Ser Trp

Val

Arg

Pro Arg

Ser

Ala

Gly

Ser

Pro

Asp Gly

Thr His

Arg

Ser

Ser

Tyr

Leu Met

Asn
360

Pro

Lys
375

Asp

Arg Gly

390

Gln Gly

405

Gln
420

Tyr

Gly Val

435

Ala
450

Tys

Ser
465

Asp

Pro Ser

Ile Leu

<210> 16
<211> 1404
<212> ADN

Pro

Thr

Leu

Pro

Pro Pro

Fro Ile

Cys

Ile

Leu

Ser

Leu

Ala Thr

Glu Trp

Leu Arg

440

Leu Pro

455

Pro Gln

470

Ser
485

Pro

Gln
500

<213> Homo sapiens

<400> 16

gcgatcgeca
gcettttagg
acaaaattct
ggaaccttga
ttgaaaacac

agtccaatce

tgcagegegt
atatctactc
gaatcggeca
gagagaatgt
tgaaagaaca

atgtttaaat

Pro

Ser Arg

gaacatgatc
agtgctgaat
aagaggtata
atggaagaaa
actgaatttt

ggcggcagtt

ES 2665319 T3

Thr
345

Gln Asp

Ile Thr Glu

Ser Cys Lys

Thr Tyr

395

Trp

val Gly His

410

Leu Gln

425

Lys

Ala Pro Phe

Ser Pro Ser

Ser
475

Ser Ser

Pro
490

Leu Gly

atggcagaat
gtacagtttt
attcaggtaa
agtgtagttt
ggaagcagta

gcaaggatga

Cys Leu

Gln

Gln Ser

350

Met
365

Tyr

Gly
380

Asp
Leu Thr
Phe

Gly

Leu Met

Phe

Ser

Gly

Val

Arg

Cys Ala

Gly Gly

Ile Val

400

Tyr Thr

415

Ser Glu

430

Ser
445

Pro

Arg Leu

460

Ser Lys

Pro Ser

caccaggcct
tcttgatcat
attggaagaqg
tgaagaagca
tgttgatgga

cattaattcc

96

Ser

Pro

Ala

Asp

Ser Ser

Pro

Gly

Fro
480

Pro

Thr
495

Pro

catcaccatt
gaaaacgcca
tttgttcaag
cgagaagttt
gatcagtgtg

tatgaatgtt

60

120

180

240

300

360
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ggtgtocctt
atggoagatg
ctgagggata
gtggaagagt
atgtggacta
cocaatcatt
tococttggoa
atgaaaaatg
togoaggtga
gaattattoo
ttotggaact
acaaggaata
gagtottoca
acogagooac
gottocatga
aagtggaagg
aaggcaaata

caaagectcac

<210> 17

<211> 461
<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 17

Met Gln

1

I

Asp His

Ser Gly

Met Glu

6

Arg

le Cys Leu

Glu

Lys
50

Glu
5

tggatttgaa
cgagecagttt
tegacttgea
ttoctgtttca
tgtaaattot
taatgactte
ggttgttttg
gattgtaact
acataatatt
tecaccacaac
ggacgaacos
cacgaacate
caaagggaga
atgteottoga
aggaggtaga
gaccagttte
tggaatatat

ttgaacgegg

Val Asn Met

Leu Gly
20

Tyr
Asn Ala Asn
Leu Glu

Glu

Lys Cys Ser

ggaaagaact
tgtaaaaata
gaaaaccaga
caaacttcta
actgaageotg
actogagttyg
aatggtaaag
gotgococcact
gaggagacag
tacaatgeoag
ttagtgotaa
ttecctcaaat
toageotttag
tctacaaagt
gattocatgte
ttaactggaa
accaaggtat

cege

Ile Met

Leu Leu

25

Ile
40

Lys

Phe
55

Val

Phe Glu

Ala

Ser

Leu

Gln

Glu

gtgaattaga
gtgctgataa
agtecctgtga
agctcacoog
aaaccatttt
ttggtggaga
ttgatgoatt
gtgttgaaac
aacatacaga
ctattaataa
acagctacgt
ttggatotgg
ttoctocagta
tcaccatcta
aaggagatag
ttattagetg

cocggtatgt

Glu
10

Ser
Ala Glu
Asn

Arg

Gly Asn

Pro

Cys

Pro

Leu

ES 2665319 T3

tgtaacatgt
caaggtggtt
accagcagtg
tgctgagact
ggataacate
agatgocaaa
ctgtggagge
tggtgttaaa
gcaaaagocga
gtacaaccat
tacacctatt
ctatgtaagt
ccttagagtt
taacaacatg
tgggggacca
gggtgaagag

caactggatt

Gly Leu

Thr

Val

Lys
45

Arg

Glu Arg

60

Ala Arg

97

Glu

Val Phe

Phe

Glu

Glu

aacattaaga
tgoctoctgta
ccatttcocat
gtttttoctyg
actcaaagoa
cocaggtcaat
totatogtta
attacagttg
aatgtgatte
gacattgooo
tgcattgeotyg
ggoctggggaa
cocacttgttg
ttotgtgotg
catgttactg
tgtgoaatga

daggaaaaan

Ile Thr

15

Leu

Asn

Tyr

Cys

Asn
80

420

480

540

600

660

720

T80

840

900

60

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1404



The

Cys

AED

Glu

Cys

145

Tyr

Fro

Glu

225

Gln

Val

val

His

Tyr

305

Lau

Glu

Glu

Ser

Leu

130

Lys

Arg

Cys

Thr

Ile

210

Val

Asn

Lys

Thr

250

Asn

Asp

Arg

Ser

TyE

115

Asp

Asn

Lau

Gly

Val

195

Leu

Val

Val

Glu

Ile

275

Glu

Ala

Glu

The

Asn

100

zlu

Val

Ser

Ala

Arg

180

Fhe

Aszp

Val

Lys

260

Thr

Gln

Ala

Fro

The

85

Pro

Cys

Thr

Ala

Glu

165

Val

Pro

Asn

Gly

Asn

245

Trp

val

Lys

Ile

Lau

Glu

Cys

Trp

Cys

150

Asn

Ser

Ile

Gly

230

Gly

Ila

val

Arg

Asn

310

Val

Pha

Leu

Cys

Asn

135

Asn

Gln

Val

Val

Thr

215

Glu

Lys

Val

Ala

Asn

295

Lys

Lau

Trp

Asn

Pro

120

Ile

Lys

Lys

Ser

Asp

200

Gln

Asp

Val

Gly
280

Val

Tyr

hsn

ES 2665319 T3

Lys

Gly

105

Fhe

Lys

Val

Ser

Gln

185

Tyr

Ser

Ala

Asp

Ala

265

Glu

Ile

Asn

Sar

Gln

30

Gly

Gly

Asn

Val

Cys

170

The

Val

Thr

Lys

Ala

250

Ala

Hisg

Arg

His

Tyr

Ty

Ser

Phe

Gly

Cys

155

Glu

Ser

RAan

Gln

Fro

235

Fhe

His

Azn

Ile

Asp

315

Val

98

Val

Cys

Glu

140

Ser

Fro

Lys

Ser

Ser

220

Gly

Cys

Cys

Ile

Ile

300

Ile

The

Asp

th' -]

Gly

125

Cys

Cys

Ala

Leu

Thr

205

Phe

Gln

Gly

Val

Glu

285

FPro

Ala

Fro

Gly

Asp

110

Lys

Glu

Thr

Val

The

130

Glu

Asn

Phe

Gly

Glu

270

Glu

His

Lau

Ila

Asp

a5

lﬂp

Asn

GEln

Glu

Pro
175

Arg

Ala

Aszp

Pro

Sar

255

The

Thr

His

Cys

Gln

Ile

Cys

Fhe

Gly

160

Fhe

Ala

Glu

Fhe

Trp

240

Ila

Gly

Glu

Asn

Glu

320

Ile
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325
Ala Asp Lys Glu Tyr Thr Asn Ile
340
Val Ser Gly Trp Gly Arg Val Phe
355 360
Leu Gln Tyr Leu Arg Val Pro Leu
370 375
Ser Thr Lys Phe Thr Ile Tyr Asn
385 3%0
Glu Gly Gly Arg Asp Ser Cys Gln
405
Thr Glu Val Glu Gly Thr Ser Phe
420
Glu Glu Cys Ala Met Lys Gly Lys
435 440
Arg Tyr Val Asn Trp Ile Lys Glu
450 455
<210> 18
<211> 1502
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Factor IX modificado con CTP
<400> 18
gcgatcgeca tgecagecgegt gaacatgatce
tgccttttag gatatctact cagtgctgaa
aacaaaattc tgaatcggcc aaagaggtat
gggaaccttg agagagaatg tatggaagaa
tttgaaaaca ctgaaagaac aactgaattt
gagtccaatc catgtttaaa tggcggceagt
tggtgtecect ttggatttga aggaaagaac
aatggcagat gegagcagtt ttgtaaaaat
actgagggat atcgacttge agaaaaccag
tgtggaagag tttetgttte acaaacttcet

ES 2665319 T3

330

Phe
345

Leu Lys

His Lys Gly

Val Asp Arg

Phe
395

Asn Met

Gly Asp Ser

410

Leu Thr

425

Gly

Tyr Gly Ile

Lys Thr Lys

atggcagaat
tgtacagttt
aattcaggta
aagtgtagtt
tggaagcagt
tgcaaggatg
tgtgaattag
agtgctgata
aagtcctgtg

aagctcaccoe

Phe Gly

Ser

335

Gly Tyr

350

Ser
365

Ala
380

Thr
Cys Ala
Gly

Gly

Ile Ile

Ala

Cys

Gly

Pro

Ser

Leu Val

Leu Arg

Phe His

400

His Val

415

Trp Gly

430

Thr
445

Tyr

Leu Thr

460

caccaggcct
ttcttgatca
aattggaaga
ttgaagaagc
atgttgatgg
acattaattc
atgtaacatqg
acaaggtggt
aaccagcagt

gtgctgagac

99

Lys

Val Ser

catcaccatc
tgaaaacgcc
gtttgttcaa
acgagaagtt
agatcagtgt
ctatgaatgt
taacattaag
ttgetectgt
gccattteca

tgtttttect

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600
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gatgtggact
acccaateat
ttecettage
aatgaaaaat
gtegoaggtyg
cgaattattc
cttotggaac
gacaaggaat
agagtcttee
gacogagooa
ggottocatyg
gaagtggaag
aaaggcaaat
acaaagctca
ctgoctggge

gc

<210> 19

<211> 489
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor IX modificado con CTP

<400> 19

Met Gln

1

Ile Cys

Asp His

Ser Gly

Met Glu

Arg

Leu

Glu
35

Lys
50

Glu

65

atgtaaatte
ttaatgactt
aggttgtttt
ggattgtaac
aacataatat
ctcaccacaa
tggacgaacea
acacgaacat
acaaagggag
catgtottog
aaggaggtag
ggaccagttt
atggaatata
ctagctccag

cctcegacac

Val Asn Met

Leu Gly
20

Tyr
Asn Ala Asn
Leu Glu

Glu

Ser
70

Lys Cys

ES 2665319 T3

tactgaagct
cactocgagtt
gaatggtaaa
tgoctgooccac
tgaggagaca
ctacaatgca

cttagtgecta

cttoctecaaa
atcagcttta
atctacaaag
agattcatgt
cttaactgga
taccaaggta
cagcaaggococ

accaatectg

Ile Met Ala

Ser
25

Leu Leu

Ile
40

Lys Leu

Phe
55

val Gln

Phe Glu Glu

gaaaccattt
gttogtggag
gttgatgcat
tgtgttgaaa
gaacatacag
gotattaata
aacagctacg
tttggatctg
gttcttocagt
ttcaccatet
caaggagata
attattaget
toccoggtatg
cctococccoga

ccacagtgat

Glu
10

Ser

Ala Glu

Asn Arg

Gly Asn

60

Ala Arg

75

100

Pro

Cys

Pro

Leu

Glu

tggataacat
aagatgccaa
totgtggagg
ctggtgttaa
agcaaaageg
agtacaacca
ttacacctat
gctatgtaag
accttagagt
ataacaacat
gtgggggacoe
ggggtgaaga
tocaactggat
goctgeccte

gaaggtctgg

Gly Leu

Ile

cactcaaage
accaggtcaa
ctotatogtt
aattacagtt
aaatgtgatt
tgacattgoo
ttgoattget
tggoctgggga
tocacttgtt
gtteotgtget
coatgbtact
gtgtgoaatyg
taaggaaaaa
cocaagoagg

atcocgoggoo

Thr

15

Thr Vval

Lys
45

Arg
Glu

Arg

Val Phe

Phe

Tyr

Glu

Glu

Leu

Asn

Cys

Asn
80

660

T20

T8O

840

F00

F60

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1502



Thr

Cys

Asn

Glu

Cys

145

Tyr

Pro

Glu

Thr

Thr

225

Gln

val

val

His

Tyr

305

Leu

Glu

Glu

Ser

Leu

130

L?‘E

Arg

Cys

Thr

Ile

210

Val

Asn

Lys

Thr

230

Asn

Asp

Arg

Ser

Tyr

115

Asp

Agn

Lau

Gly

val

135

Lau

val

Val

Glu

Ila

275

Glu

Ala

Glu

Thr

Asn

100

Glu

Val

Ser

Ala

Arg

180

Fhe

Asp

Val

Lau

Lys

260

Ths

Gln

Ala

Pro

Thr

BS

Fro

Cys

Thr

Ala

Glu

165

Val

Fro

Asn

Gly

Asn
245

Trp

Val

Lys

Ile

Leu
325

Glu

Cys

Trp

Cys

Asp

150

hsan

Ser

Asp

Ila

Gly

230

Gly

Ile

Val

Arg

Asn

3140

Vval

Fha

Lau

Cys

Asn

135

Agn

Gln

Val

Val

215

Glu

Lys

Val

Ala

Asn

235

Lys

Leu

Trp

Asn

Fro

120

Ile

Lyﬂ

Lys

Ser

Asp

200

Gln

Asp

Val

Thr

Gly

280

Val

Tyr

Asn

ES 2665319 T3

Lys

Gly

105

Fhe

Lys

val

Ser

Gln

185

Tyr

Ser

Ala

Asp

Ala

265

Glu

Ile

Asn

Ser

Gln

S0

Gly

Gly

Asn

val

Cys
170

Thr

Val

Lys

Ala

250

Ala

His

His

Tyr
330

Tyr Val

S5er Cys

Fhe Glu

Gly Arg
140

Cyz ESer
155

Glu Pro

Ser Lys

Asn Ser

Gln Ser
220

Pro Gly
235

Phe Cys

His Cys

Asn Ila

Ile Ile

300

Asp Ile
315

Yal Thr

101

Asp

Lys

Gly

125

Cys

Cys

Ala

208

FPhe

Gln

Gly

Val

Glu

285

Fro

Ala

Pro

Gly

Asp

110

Lys

Glu

Thre

Val

The

130

Glu

Asn

Fhe

Gly

Glu

270

Glu

His

Ile

Asp

Asp

Asn

Gln

Glu

Fro

175

hrg

Ala

Asp

Fro

Ser

255

Thr

The

His

Leu

Cys
335

Gln

Ile

FPhe

Gly

160

Fhe

Ala

Glu

Phe

240

Ile

Gly

Glu

Asn

Glu

320

Ile
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Ala Glu

340

Asp Lys Tyr

Val Ser Gly

355

Trp Gly

Gln
370

Len Tyr Leu

Ser Thr Phe Thr

385

Lys

Glu Gly Gly Arg Asp

405

Thr Glu Val Glu

420

Gly

Glu Glu Cys Ala Met

435

Arg Tyr Val Asn

450

Trp

Ser Ala Pro Pro

465

Lys

Thr Pro

485

Pro Ser Asp

<210> 20

<211> 1585

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Thr

Arg

Arg Val

Ile

3%0

Ser

Thr

Lys

Ile

FPro

470

Ile

Asn Ile

Val Phe

360

Pro Leu

375

Tyr Asn

Cys Gln

Ser Phe

Gly Lys

440

Lys Glu

455

Ser Leu

Leu Pre

<223> Factor IX modificado con CTP

<400> 20

gcgatcgecca tgcagcegegt
tgecettttag gatatctact
aacaaaattc tgaatcggec
gggaaccttg agagagaatg
tttgaaaaca ctgaaagaac

gagtccaate catgtttaaa

gaacatgatc
cagtgctgaa
aaagaggtat
tatggaagaa
aactgaattt

tggcggecagt

ES 2665319 T3

Phe
345

Leu Lys

His Lys Gly

Val Asp Arg

Phe
395

Asn Met

Gly Asp Ser

410

Leu Thr

425

Gly

Tyr Gly Ile

Lys Thr Lys

Pro
475

Pro Ser

Gln

atggcagaat
tgtacagttt
aattcaggta
aagtgtagtt
tggaagcagt

tgcaaggatg

Phe Gly

350

Ser
365

Ala
380

Thr Cys

Cys Ala

Gly Gly Pro

Ile Ile Ser

430

Thr
445

Tyr Lys

Leu Thr Ser

460

Ser Arg Leu

caccaggcct
ttecttgatea
aattggaaga
ttgaagaagc
atgttgatgg

acattaatte

102

Ser

Ala

Gly

Gly Tyr

Leu Val

Leu Arg

Phe His

400

His val

415

Trp Gly

vVal Ser

Ser Ser

Pro Gly

480

catcaccatc
tgaaaacgcoe
gtttgttcaa
acgagaagtt
agatcagtgt

ctatgaatgt

60

120

180

240

300

360
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15

tggtgtccct
aatggcagat
actgagggat
tgtggaagag
gatgtggact
agocaatoat
ttecettgge
aatgaaaaat
gtegcaggtg
cgaattatto
cttotggaac
acaaggaata
gagtcttoca
accgagcocac
gottocatga
aagtggaagy
aaggcaaata
caaagotoac
tgoctgggee
catococtges
gatgaaggto
<210> 21

<211>517
<212> PRT

ttggatttga
gegageagtt
atcgacttge
tttoctgttte
atgtaaatte
ttaatgactt
aggttgtttt
ggattgtaac
aacataatat
ctcaccacaa
tggacgaace
cacgaacatao
caaagggaga
atgtcttega
aggaggtaga
gaccagttte
tggaatatat
tagctoocage
ctoccgacaca
atcceccctes

tggatcegeg

<213> Secuencia artificial

<220>

aggaaagaac
ttgtaaaaat
agaaaaccag
acaaacttct
tactgaagct
cactogagtt
gaatggtaaa
tgctgocecac
tgaggagaca
ctacaatgca
cttagtgota
ttoctcaaat
tcagctttag
tctacaaagt
gattcatgte

ttaactggaa

accaaggtat

agoaaggooo

coaatectge
cggotgoctyg

gcege

<223> Factor IX modificado con CTP

<400> 21

ES 2665319 T3

tgtgaattag
agtgectgata
aagtectgtyg
aagoctoacoo
gaaaccattt
gttggtggag
gttgatgeat
tgtgttgaaa
gaacatacag
goctattaata
aacagotacyg
ttggatctgg
ttocttoagta
tecaccatcta
aaggagatag
ttattageotg
cocogghatgt
ctococococogag
cacagagcag

gecoctotga

atgtaacatg
acaaggtggt
aaccageagt
gtgctgagac
tggataacat
aagatgocaa
tectgtggagg
ctggtgttaa
agcaaaageyg
agtacaacca
ttacacctat
ctatgtaagt
ccttagagtt
taacaacatg
tgggggacee
gggtgaagag
caactggatt
coctgooctec
ctoctetaag

caccoctate

taacattaag
ttgcotactgt
gocattteca
tgtttttoct
cactcaaago
accaggtcaa
ctetategtt
aattacagtt
aaatgtgatt
tgacattgoo
ttgoattgot
ggotggggaa
ccacttgttyg
ttetgtgetg
catgttactg
tgtgoaatga
aaggaaaaaa
ccaagoaggo
goccotocte

ctgectoagt

Met Gln Arg Val Asn Met Ile Met Ala Glu Ser Pro Gly Leu Ile Thr

1

5

10

15

Ile Cys Leu Leu Gly Tyr Leu Leu Ser Ala Glu Cys Thr Val Phe Leu

20

25

30

Asp His Glu Asn Ala Asn Lys Ile Leu Asn Arg Pro Lys Arg Tyr Asn

35

40

45

103

420
480
540
600
660
720
780
840
500
360
1020
1080
11440
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560

1585



Sar

Met

65

Thr

Cys

Asn

Glu

Cys

145

Tyr

Pro

Glu

The

Thr

225

Gln

Val

val

His

Gly

30

Glu

Glu

Glu

Sar

Lau

130

Lys

Arg

Cys

Thr

Ila

210

Arg

Val

ABn

Lys

Thz

Lys

Glu

Axrg

Ser

Tyr

115

Asp

Asn

Leu

Gly

Val

185

Ll

Val

Val

GElu

Ile

275

Glu

Ly=

Thr

Asn

100

Glu

Val

Ser

Ala

Arg

180

Phae

Asp

Val

Lys
260

Thr

Gln

Glu

Cys

Thr

25

Fro

Cys

Thr

Ala

Glu

165

val

Frao

Asn

Gly

Asn

245

Trp

val

Lys

Glu

Ser

T0

Glu

Cys

Trp

Cys

Asp

150

Asn

Ser

Ila

Gly

230

Gly

Ile

Vval

hrg

FPha
55

Phe

Phe

Cys

Asn

135

Asn

Gln

Val

Val

The

215

Glu

Lys

Val

Ala

Asn

Val

Glu

Trp

Asn

Fro

120

Ila

Lys

Lys

Ser

hsp

200

Gln

Asp

Val

Thr

Gly

280

Val

ES 2665319 T3

Gln

Glu

Lys

Gly

105

Fhe

Lys

vVal

Ser

Gln

185

Tyr

Sar

Ala

hsp

Ala

265

Glu

Ila

Gly

Ala

Gln

90

Gly

Gly

Asn

Val

Cys

170

Thr

Val

The

Lys

Ala

250

Ala

His

Arg

Asn

Ser

Fhe

Gly

Cys

155

Glu

Ser

Asn

Gla

Fro

235

Phe

His

Ila

104

Lau

60

Glu

Vval

Cys

Glu

Arg

140

Sar

Pro

Ly=s

Ser

Sar

220

Gly

Cys

Cys

Ile

Ila

Glu

val

Agp

Lys

Gly

125

Cys

Cys

Ala

Thr

205

Pha

Gln

Gly

Val

Glu

285

Fra

Arg

Phe

Gly

Asp

110

Lys

Glu

The

Val

Thr

150

Glu

Asn

Phea

Gly

Glu

270

Glu

His

Glu

Glu

Asp

a5

RAap

Asn

Gln

Glu

Pro

175

Ala

Asp

Fro

Ser

255

Thr

Thr

His

Cys

Agn

80

Gln

Ile

Cys

Fha

Gly

la0

Fhe

Ala

Glu

Fha

Trp

240

Ile

Gly

Glu

Asn



Tyr

305

Ala

Val

Ser

385

Elu

The

Glu

Sar

465

Fro

FPro

Fro

290

Asn

Rsp

Asp

Ser

Gln

370

Thr

Gly

Glu

Glu

Tyr

450

Lys

Ser

Pro

Ila

<210> 22

<211> 2413
<212> ADN
<213> Homo sapiens

<400> 22

Ala

Glu

Lys

Gly

355

Tyr

Lys

Gly

Val

Cys

435

Val

Ala

Asp

Ser

L
315

Ala

Fro

Glu
340

Trp

Lau

Phe

Glu

420

Ala

Asn

Fro

The

Leu

500

Fra

Ile

325

Tyr

Gly

Arg

Thr

Asp

405

Gly

Met

Tre

Fro

Pro

485

Pro

Gln

Asn
310

Val

Arg

Val

Ile

350

Ser

Lys

Ile

Fro

470

Ile

Ser

295

Lys

Leu

hagn

Val

Fro

375

Tyr

Cys

Ser

Gly

Lys

455

Sar

Leu

BPro

Tyr

AsSnD

Ile

Phe

360

Lau

Asn

Gln

Pha

Lys

440

Glu

Lau

Fro

Ser

ES 2665319 T3

Asn

Ser

Phe

345

His

Val

Asn

Gly

Lau

425

Tyr

Lys

Fro

Gln

505

His

Tyr

330

Leu

Lys

Asp

Asp

410

The

Gly

Thr

Sar

Ser

430

Leu

Asp

315

Val

Lys

Gly

Arg

Phe

385

Gly

Ile

Lys

Fro

475

Ser

Pro

105

300

Ila

Thr

Phe

Arg

Ala

380

Cys

Gly

Ile

Tyr

Leu

460

Sar

Ser

Gly

Ala

Fro

Gly

Ser

365

Thr

Ala

Gly

Ila

Thr

445

Thr

Arg

Ser

Fro

Leu

Ile

Ser

350

Ala

Cys

Gly

Fro

Sar

430

Lys

Ser

Lau

Lys

Ser
510

Cys
335

Gly

Lau

Phe

His

415

Trp

Val

Ser

Fro

Ala

495

Asp

Glu

320

Ile

Tyr

Val

Arg

His

400

Val

Gly

Ser

Ser

Gly

480

Fro

Thr



toctagagteg
ggaaccttgy
getgtgogea
ctocaacctgg
cggtecetgt
tggctggaac
gaccocaagt
aaggoggoot
ggcatogaga
gtcaatgace
ggcacacggt
gtggectaca
gtggaggoac
ggcccogagy
tteegtgggyg
aacgggggoc
ctgtecatca
toccacactgg
gacttgogge
goccggoatca
cacctggtgy
gotgtgggoc
gtggocotgyg
ctoacogage
ctgggogage
tataatcgec
ctgectggeoag
acaactcatt
agcgaagcoca
cctgagggge

gectgtgtag

acccogocat
toctgeotage
tooctggagy
gocagatett
cgoctcacog
agcaggtggo
ttookoagoa
gggocgcagyy
agaaccaceg
aggaccctga
gtgoggggga
acgocogoat
gotogotggg
atgacggoaa
ttagecaggy
gggaacatga
goagogocac
ococacgaccta
agaagtgoac
ttgototeoac
tacagacctoc
ggaaagtgag
coocagaattg
coaaagacat
ccaaccacat
gtggegacct
cocaggccaca
coctgggatga
acaactatgg
tgooogtace

tgtgogagga

ES 2665319 T3

ggagctgagg
agctgatgeot
cocagoggtyg
cggggactat
coogoggoac
aaagogacgg
gtogtacoty
ctacacaggg
ggacttggoa
coccccagoot
agtggotgog
tggaggggty
cotgaaccoc
gacagtggat
cogaggggay
cagotgoaac
geagtttgge
cagcagtggo
ggagtotoac
cctggaggoo
gaagocagoo
ccactcatat
gaccacagbyg
Cggasacygy
cacteggeotg
ggccatcoac
tgactactoc
ggatococctot
gacgctgace
toccagaaage

aggottotoco

coctggttge
cagggocaga
gocaacagtg
taccacttot
agocggotge
actaaacggg
tobggtgtoa
cacggcattg
ggcoaattatg
cggtacacac
gtggccaaca
cgoatgotag
aaccacatcc
gggcoagoco
ctgggotoca
tgogacgget
aacgtgeegt
aaccagaatg
acgggoacct
aataagaacc
cacctoaatg
ggctacggge
goocoocage
ctogaggtge
gagcacgcte
ctggtcoagee
goagatgggt
ggcgagtggy
aagttecaceec
agtggcotgea

ctgoaccaga

106

tatggotggt
aggtottoac
tggcacggaa
ggoatogagyg
agagggagoc
acgtgtacca
ctoagoggga
tggtcoctocat
atcotggggo
agatgaatga
acggtgtotg
atggogaggt
acatctacag
gootogooga
totttgtotg
acaccaacag
ggtacagoga
agaagcagat
cagectotge
tocacatggog
cocaacgactyg
ttttggacge
ggaagtgoat
ggaagacogt
aggogoggot
ccatgggoac
ttaatgactg
tocctagagat
tegtactcta
agaccctoac

agagctgtgt

agcagcaaca
caacacgtgy
goatgggtte
agtgacgaag
tcaagtacag
ggagccoccaca
cotgaatgtyg
tctggacgat
cagttttgat
caacaggcac
tggtgtaggt
gacagatgea
tgccagetgg
ggaggootte
ggcctogggg
tatctacacg
ggcctgeteyg
cgtgacgact
coccttagea
ggacatgcaa
ggccaccaat
aggcgecatyg
catcgacate
gaccgogtgo
caccctgtee
cogotocace
ggcctteatyg
tgaaaacacc
tggcacegeoe
gtoccagtcag

ccageoactge

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

g40

200

360

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860
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ccteccaggct
accatceggg
geectgacaqg
tgectcecegge
ccccecggagyg
gaggtggtgg
gtecetgeage
ggcctcatet
tcagaagagyg
tgaacgegge
<210> 23

<211> 794
<212> PRT

teogeeccecca
ccagegtcetg
actgecteag
aaagccagad
tggaggceggg
ccggecteag
tgegetetgg
cctacaaggg
acgagggecyg

cge

<213> Homo sapiens

<400> 23

Met Glu
1

Leu Val

Thr Trp

35

Ala Arg

50

Tyr His

65

Arg Pro

Glu

Gln

Pro Thr

Leu

Leu

Ala

Lys

Phe

Arg

Gln

Asp

Arg Pro

Leu Ala

20

Val Arg

His Gly
His

Trp

Ser
85

His

val
100

Ala

Fro Lys

115

Gln Arg

130

Asp

Leu Asn

Trp

Ala

Ile

Phe

Arg

Arg

Lys

Phe

Vval

agtcctcgat
cgceccetge
ctgecccage
cagccgagaqg
gcaacggetg
ctgecgectte
ctttagtttt

getgecooct

gggcgagagyg

Leu Leu

Asp Ala

Pro Gly

Leu Asn

55

Gly Val

Leu Gln
Arg

Arg

Gln
120

Pro

Lys Ala

135

ES 2665319 T3

acgcactata
cacgecteat
cacgcetect
toccecegecac
cgggcaggge
atcgtgetgg
cggggggtga
gaagcetgge

accgecttta

Trp Val Val

Gln
25

Gly Gln

Gly Pro Ala

Leu Gly Gln

Thr Lys Arg

Glu
20

Arg Pro

Thr
105

Lys Arg

Gln Trp Tyr

Ala Ala

Trp

gcaccgagaa
gtgcecacatg
tggaccctgt
agcagcagcc
tgctgeccte
tcttegteac
aggtgtacac
aggaggagtyg

tcaaagacca

Ala Ala

Lys Val

30

val Ala

45

Ile
60

Phe

Ser Leu

Gln Val

Asp Val

110

Ser
125

Leu

Gln
140

Gly

107

Thr

Phe

Asn

Gly

Ser

Gln

Tyr

Gly

Tyr

tgacgtggag
ccaggggccg
ggagcagact
acctcggetg
acacctgect
tgtcttoctg
catggaccgt
ccegtetgac

gagogecacte

Gly Thr

Thr Asn
Ser Vval
Asp Tyr
Pro His
Trp Leu
Gln Glu
Val

Thr

Thr Gly

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2413



His
145

H.Bp

Gly

225

Gly

Glu

Ala

Fhe

Cys
305

Ala

Asn

Gly

Asp

Gln

His

Val

210

Met

Lau

Asp

Phe

Val

250

Asp

Gln

Ala

Thr

Ser

370

Lys

Ila

Leu

hap

Gly

195

Cys

Liau

Asn

Asp

Fhe
275

Trp

Gly

Fha

Thr

Asp

355

Ala

Asn

Val

Ala

Pro

180

Thr

Gly

Asp

Fro

Gly

260

Arg

Ala

Tyr

Gly

Thr

340

Leu

Fro

val

Gly

165

Asp

Arg

Val

Gly

Asn

245

Lys

Gly

Ser

The

Asn

325

Tyr

Arg

Leu

The

Saer

150

Agn

Pro

Cys

Gly

Glu

230

His

Thr

Val

Gly

Asn

310

Val

Ser

Gln

Ala

Trp

Ila

Tyr

Gln

Ala

Val

215

Val

Ile

Val

Ser

Asn

295

Sar

Fro

Ser

Lys

Ala

375

Arg

ES 2665319 T3

hap

Pro

Gly

200

Ala

Hig

hap

Gln

280

Gly

Ila

Trp

Gly

Cys

360

Gly

Asp

Pro

Arg

185

Glu

Ty

hsp

Ile

Gly

265

Gly

Gly

Tyr

Tyr

Asn

345

Thr

Ile

Mat

Gly

170

Tyr

Val

Asn

Ala

Tyr

250

Pro

Arg

Arg

The

Sar

330

Gln

Glu

Ile

Gln

Gly

155

Ala

Thr

Ala

Ala

Val

235

Ser

Ala

Gly

Glu

Liaa

315

Glu

Azn

Sar

Ala

His

108

Ila

Ser

Gln

Ala

220

Glu

Ala

Arg

Gly

His

300

Sar

Ala

Glu

His

Leu

380

Leau

Glu

Phe

Met

Vval

205

Ila

Ala

Sar

Leu

Leu

285

Asp

Ila

Cys

Lys

Thr

365

Thr

Val

Lys

Asp

Agn

1940

Ala

Gly

Axg

Trp

Ala

270

Gly

Sar

Sar

Sar

Gln

350

Gly

Leau

Val

Asn

Val

175

.H.ﬂp

Asn

Gly

Sar

Gly

255

Glu

Ser

Cys

Ser

Sar

335

Ile

Thr

GElu

Gln

His

160

Agn

Asn

Asn

Val

Lau

240

Fro

Glu

Ile

Asn

Ala

320

Thr

Val

Ser

Ala

The



385

Ser

Gly

Ala

Lys

Leu

465

Ile

Arg

Ser

Asn

Gly

545

Gly

Gly

Ser

Ser

Thr
625

Lys

Arg

Met

Cys

450

Glu

Thr

Arg

Thr

Asp

530

Glu

Thr

Leu

Gln

Cys

610

His

Pro

Lys

val

435

Ile

Val

Arg

Gly

Leu
515

Trp

Trp

Leu

Pro

Ala

595

Val

Tyr

Ala

val

420

Ala

Ile

Arg

Leu

Asp

500

Leu

Ala

val

Thr

val

580

Cys

Gln

Ser

His

405

Ser

Leu

Asp

Lys

Glu

485

Leu

Ala

Phe

Leu

Lys

565

Pro

Val

His

Thr

330

Leu

His

Ala

Ile

Thr

470

His

Ala

Ala

Met

Glu

550

Fhe

Bro

val

Cys

Glu
630

Asn

Ser

Gln

Leu

455

Val

Ala

Ile

Arg

Thr

535

Ile

Thr

Glu

Cys

Pro

615

Asn

Ala

Tyr

Asn

440

Thr

Thr

Gln

His

Pro

520

Thr

Glu

Leu

Ser

Glu

600

Pro

Asp

ES 2665319 T3

Asn

Gly

425

Trp

Glu

Ala

Ala

Leu

505

His

His

Asn

val

Ser

585

Glu

Gly

val

Asp

410

Tyr

Thr

Pro

Cys

Arg

430

Val

Asp

Ser

Thr

Leu

570

Gly

Gly

Phe

Glu

395

Gly

Thr

Lys

Leu

475

Leu

Ser

Tyr

Irp

Ser

555

Tyr

Cys

Phe

Ala

Thr
635

Ala

Leu

val

Asp

460

Gly

Thr

Pro

Ser

Asp

540

Glu

Gly

Lys

Ser

Pro

620

Ile

109

Thr

Leu

Ala

445

Ile

Glu

Leu

Met

Ala

525

Glu

Ala

Thr

Thr

Leu

605

Gln

Arg

Asn

Asp

430

Pro

Gly

Pro

Ser

Gly

510

Asp

Asp

Asn

Bla

Leu

590

His

Val

Ala

Gly

415

Ala

Gln

Lys

Asn

Tyr

495

Thr

Gly

Pro

Asn

Pro

575

Thr

Gln

Leu

Ser

400

val

Gly

Arg

Arg

His

480

Asn

Arg

Phe

Ser

Tyr

560

Glu

Ser

Lys

Asp

val
640
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Cys Ala

Thr

Asp

Gln Thr

Pro

Cys

Cys

His
645

Cys

Leu Ser

660

Ser Arg

675

Gln Gln

690

Arg Ala

705

Ser Cys

Gln

Leu

Asp Arg

Pro

Gly

Ala

Arg

Gly

Pro Arg

Leu Leu

Ala

Cys

Gln

Leu

Pro

Ser Cys

Ser

Pro

Gln
680

Ser

Pro Pro

695

Ser His

710

Phe Ile

725

Ser
740

Gly

Leu Ile

755

Glu Glu

770

Thr
785

Ala

<210> 24
<211> 1621
<212> ADN

Cys

Phe

FPro Ser

Ile Lys

Val

Fhe

Ser

Asp

Asp

Leu Val

Ser Phe

Tyr Lys

760

Ser Glu

775

Gln Ser

790

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Factor VII modificado con CTP

<400> 24

ctcgaggaca
tgcecetggetyg
cgegocaacyg
gagcagtgct
ttctggattt
tcctgcaagg

aactgtgaga

tggtctecea
cagtcttegt
cgttocctgga
ccttcocgagga
cttacagtga
accagctcca

cgeacaagga

ggccctcagg
aacccaggag
ggagctgcgyg
ggcccgggay

tggggaccag
gtcctatatc

tgaccagoty

ES 2665319 T3

Thr
650

Ala Cys

His Ala Ser

665

Ser Ser Arg

Glu val Glu

Leu Pro Glu

715

Phe Val

730

Thr

Arg val

745

Gly

Gly Leu Pro

Glu Asp Glu

Ala Leu

ctcetectgee
gaagcccacy
ccgggeteee
atcttcaagqg
tgtgeoectcaa
tgcttctgec

atctgtgtga

Gln Gly

Leu Asp

Pro

Pro

Ala
655

Leu

Val Glu

670

Glu Ser

685

Ala
700

Gly
val val
Val

Phe

Lys val

Pro

Gln

Ala

Leu

Tyr

Pro Gln

Arg Leu

Gly Leu

720

vVal
735

Leu

Thr Met

750

Glu
765

Pro

Gly
780

Arg

ttctgcttgg
gegtectgea
tggagaggga
acgcggagag
gtccatgeca
tcecctgectt

acgagaacgy

110

Ala

Gly

Trp Gln

Glu Arg

gcttcaggge
ccggegeegy
gtgcaaggag
gacgaagctg
gaatggggge
cgagggccgg

eggetgtgag

60

120

180

240

300

360

420
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cagtactgca
ctgctggeag
attctagaaa
CoCaaagggy
gggaccotga
aactggagga
gagcagagoo
aaccacgaca
cooctotgee
ttggtoageg
ctoaacgtgo
tococcocaaata
tgcaaggggg
ggcatcgtga
gtgteccagt
ctgotgagag
coctagoagac
gooocaccoc
ctgocccagt
ccaggooctt

a

gtgaccacac
acggggtgtc
aaagaaatge
agtgtocatg
tcaacaccat
acctgatogeo
ggcgggtgge
tegegetget
tgocogaacy
gotggggoca
ccoggotgat
tocacggagta
acagtggagy
gctggggoca
acatcgagtg
coccottooo
tgooctgggoo
ctagoctgoo
cctocagoag

ctgatacaca

ES 2665319 T3

gggcaccaag
ctgcacaccc
cagoaaacec
goaggtoctyg
ctgggtggte
ggtgotggge
geaggtcate
eagectgeac
gacgttectet
gotgotggac
gacocaggac
catgttctgt
cocacatgee
gggctgogeco
gotgoagaaa
cagoagoage
cagtgacacc
ttotoocttot
taaggctece

catocctocca

cgctoctgto
acagttgaat
caaggocgaa
ttgttggtga
toogoggoog
gagoacgaco
atccccagea
cagecagtgg
gagaggacge
cgtggogoca
tgoctgoago
googgotact
acccactace
accgtgggec
ctgatgagaa
tocaaggooo
coctatocotge
cggoctgootg
cctocatote

cagtgatgag

ggtgccacga
atccatgtgg
ttgtgggggg
atggagctca
actgtttoga
tcagogagoa
cgtacgtece
tecteactga
tggecttegt
cggecctgga
agtcacggaa
cggatggoag
ggggcacgtg
actteggegt
gogagoocag
ctooccoctag
ctcagtcococag
gococcagoga
tgccatccco

gatcegegge

ggggtactct
aaaaatacct
caaggtgtge
gttgtgtggy
cagaatoaag
cgacggggat
gggcaccacc
ecatgbtggty
gogottoctea
gotcatggto
ggtgggagac
caaggactcoo
gtacctgace
gtacaccagy
accoggogty
cotgoooago
ctoccagoaag
tactocaatt
cagcagacty

cgottaatta

<210> 25

<211>528

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor VII modificado con CTP

<400> 25

Met Val Ser Gln Ala Leu Arg Leu Leu Cyg Leu Leu Leu Gly Leu Gln
1 5 10 15

Gly Cys Leu Ala Ala val Phe vVal Thr Gln Glu Glu Ala His Gly Val
20 25 30

Leu His Arg Arg Arg Arg Ala Asn Ala Phe Leu Glu Glu Leu Arg Pro
35 40 45

111

480
540
600
e&0
T20
T8O
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

le2l



Gly

Ala

65

Ser

Gly

Ala

Cys

Gly

145

Asp

Pro

Gly

Trp

225

Asn

hsp

Val

Fro

Sar

50

Arg

Tyr

Ser

Fhe

val

130

The

Gly

Ile

Gly

val

210

val

Leu

Glu

Fro

val

Lau

Glu

Ser

Cys

Glu

115

Asn

Lys

Vval

Leu

Lys

195

Asn

Val

Ile

Gln

Gly

275

Val

Glu

Ile

Asp

Lys

100

Gly

Glu

Ser

Glu

180

Val

Gly

Sar

Ala

Sar

260

Thr

Arg

Phe

Gly

85

hsp

Asn

Ser

Cys

165

Ly=s

Cys

Ala

Ala

Val

245

Thr

Thz

Glu

Lys

70

Asp

Gln

Asn

Gly

Cys

150

Thr

Arg

Fro

Gln

Ala

230

Lew

Arg

Asn

Asp

Cys

35

Asp

Gln

Leu

Cys

Gly

135

Arg

Pro

Asn

Lys

Lau

215

His

Gly

Vval

His

His

ES 2665319 T3

Lys

Ala

Cys

Gln

Glu

120

Cys

Cys

Thr

Ala

Gly

200

Cys

Cys

Glu

Ala

Asp

280

Val

Glu

Glu

Ala

Ser

105

Thr

Glu

Hig

Val

Ser

185

Glu

Gly

Fhe

Hig

Gln

265

Ile

Val

Glu

Ser

90

Tyr

His

Gln

Glu

Glu

170

Lys

Cys

Gly

Asp

Asp

250

Val

Ala

Fro

Gln

Thr

T5

Ser

Ile

Lys

Ty

Gly

155

Tyr

Pro

Fro

The

Lys

235

Leu

Ile

Leu

Lau

112

Cys

&0

Lys

Pro

Cys

Asp

Cys

140

Tyr

Pro

Gln

Trp

L

220

Ila

Ser

Ile

Leu

Cys

Ser

Leu

Cys

Phe

Asp

125

Sar

Ser

Cys

Gly

Gln

205

Ile

Lys

Glu

Fro

Arg
285

FPha

Phe

Gln

Cys

110

Gln

hsp

Gly

130

Val

hsn

Asn

His

Ser

270

Leu

Fro

Glu

Trp

Agn

95

Leu

Lau

His

Lys

175

Ile

Lanu

The

Trp

Rsp

255

Thr

His

Glu

Glu

Ile

g0

Gly

Pro

Ila

Thzr

Ala

160

Ile

Val

Lau

Ila

Arg

240

Gly

Tyr

Gln

hrg
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Thr
305

Gly

Val

Gly

Pro

385

Ser

Arg

Fro

Lys

Sar

465

Fro

Ile

Sar

<210> 26

290

Phe

Trp

Leu

Lys

Tyr

370

His

Trp

Val

Arg

Ala

450

Asp

Ser

Leu

Fro

<211> 1607
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Ser

Gly

Asn

Val

355

Sar

Ala

Gly

Sar

Fro

435

Fro

Thr

Fro

Sar
515

Glu

Gln

Val

340

Gly

Asp

Thr

Gln

Gln

420

Gly

Pro

Fro

Fro

Gln
500

Arg

Lzl

325

Fro

Asp

Gly

His

Gly

405

Ty

Val

Fro

Ila

Ser

485

Ser

Thr
310

Leu

Arg

Ser

Tyr

390

Cys

Ile

Leu

Ser

Leu

470

Pro

Ser

Fro

295

Leau

Asp

Leu

Fro

Lys

375

Arg

Ala

Glu

Leu

Lau

455

Fro

Ser

Ser

Gly

<223> Factor VII modificado con CTP

<400> 26

ES 2665319 T3

Ala

Arg

Met

Asn

360

Asp

Gly

Thr

Trp

Arg

440

FPro

Gln

Arg

Ser

Fro
520

Fhe

Gly

Thr

345

Ile

Ser

The

Val

425

Ala

Ser

Sar

Lan

Lys

505

Sar

Val

Ala

330

Gln

Thr

Cys

Tep

Gly

410

Gla

Pro

Pro

PED
490

Bla

Asp

Arg

315

Thr

hap

Glu

Lys

Tyr

395

His

Lys

Phe

Ser

Sar

475

Gly

Fro

Thr

113

300

FPhe

Ala

Cys

Tyr

Gly

380

Leu

Fhe

Lau

Fro

Arg

460

Sar

Fro

Fro

Fro

Ser

Leu

Met

365

Asp

Thr

Gly

Ser

445

Leu

Lys

Ser

Fro

Ila
525

Glu

Gln

350

Fhe

Ser

Gly

Val

Arg

430

Ser

Pro

Ala

Asp

Ser

510

Lau

Val

Leu

335

Gln

Cys

Gly

Ile

Tyr

415

Sar

Ser

Gly

Fro

Thr

495

Leu

Fro

Ser

320

Maet

Ser

Ala

Gly

Val

400

Thr

Glu

Ser

Pro

Fro

480

Fro

Fro

Gln



ES 2665319 T3

ctogaggaca tggtectcococca ggococcteocagg ctocteotgoe ttetgettgg getteocaggge &0
tgoctggotg cagtcocttogt aacccaggag gaagoccacg gogtoctgoa coggogoogg 120
cgogocaacy cgttectgga ggagetgegg cogggotoce tggagaggga gtgoaaggag 180
gagoagtgot cottogagga ggocogggag atotbtoaagy acgoggagag gaogaagobg 240
ttotggattt cttacagtga tggggaccag tgtgoctcaa gtocatgoca gaatggggge oo
toctgoaagg accagotcoca gtoctatatc tgottotgoec tococctgoctt cgagggoogg 360
aactgtgaga cgcacaagga tgaccagctg atctgtgtga acgagaacgg cggctgtgag 420
cagtactgea gtgaccacac gggeaccaag cgoetectghe ggtgecacga ggggtactet 480
ctgetggeoag acggggtgte ctgoacacee acagttgaat atecatgtgg aaaaatacct 540
attctagaaa aaagaaatgo cagoaaacco caaggoogas ttgtgggggy caaggtgtgo 600
cocaaagggg agtgtocatg goaggtococtg ttgttggtga atggagetca gttgtgtggg 660
gggaccctga tcaacaccat ctgggtggte tocogoggoco actgtttoga caaaatcaag 720
aactggagga acctgatcge ggbgotggge gagcacgaco tcagegagca cgacggggat 780
gagcagageo ggogggtgge geaggtecate atccocagea cgtacgtoce gggoaccace 840
aaccacgaca tegeogoetgot cogeoctgeac cagocoghtgy toctcactga ccatgbtggtyg 300
cooctotgoo tgoccgaacyg gacgttotot gagaggaogo tggocttogt gogottotca 960
ttggtocagog gotggggoca gotgetggac cgtggogoca cggocotgga goteocatggto 1020
ctoaacgtgeo ccoggotgat gacccaggac tgoctgoago aghtcacggaa ggtgggagac 1080
tocccaaata tcacggagta catgttetgt goocggeotact cggatggoag caaggacteco 1140
tgcaaggggy acagtggagg cocacatgoc acccactace ggggcacgtg gtacctgacco 1200
ggoatogtga gotggggoca gggotgogos acoghbgggoe acttoggegt ghacaccagg 1260
gtgtoccagt acatcgagtg gotgoagaaa ctgatgagaa gogagoccag accoggogtg 1320
ctgotgagag coccococttooe cagoagoage tocaaggooo ctoccoctag cotgoococago 1380
cotagoagac tgoctgggoc cagbgacacc cctatoctge ctcagtoccag ctocagoaag 1440
gocccaccoe ctagectgee ttoteocttet cggectgectg gocccagega tactocaatt 1500
ctgococagt cotocagoay taaggotoce cctocatote tgocateoos cagoagactyg 1560
cocaggooctt ctgatacace catcctececa cagtgatgag gatcege 1607

<210> 27

<211>532

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor VII modificado con CTP

<400> 27

114



Leu

Gly

His

Leu

Phe

Phe

Gln

Cys

Gln

Asp

1458

Leu

Gly

Arg

val

Glu

Leu

Gly

Arg

50

Glu

Trp

Asn

Leu

Leu

130

His

Leu

Lys

Ile

Leu
210

Asp

Gln

val

Pro

Glu

Ile

Gly

Pro

115

Ile

Thr

Ala

Ile

val

185

Leu

Met

Gly

20

Leu

Gly

Ala

Ser

Gly

100

Ala

Cys

Gly

Asp

Fro

180

Gly

Leau

Val

Cys

His

Ser

Arg

Tyr

85

Ser

Phe

val

Thr

Gly

165

Ile

Gly

val

Ser

Leu

Arg

Leu

Glu

70

Ser

Cys

Glu

Asn

Lys

150

val

Leu

Lys

Asn

Gln

Ala

Glu

55

Ile

AsSp

Lys

Gly

Glu

135

Arg

Ser

Glu

val

Gly
215

Ala

Ala

Arg

Arg

Phe

Gly

Asp

Arg

120

Asn

Ser

Cys

Lys

Cys

200

Ala

ES 2665319 T3

Leu

val

25

Arg

Glu

Lys

Asp

Gln

105

Asn

Gly

Cys

Thr

Arg

185

Pro

Gln

Arg

10

Phe

Ala

Cys

Asp

Gln

90

Leu

Cys

Gly

Arg

Pro

170

Asn

Lys

Leu

Leu

val

Asn

Lys

Ala

75

Cys

Gln

Glu

Cys

Cys

155

Thr

Ala

Gly

Cys

Leu

Thr

Ala

zlu

60

Glu

Ala

Ser

Thr

Glu

140

His

val

Ser

Glu

Gly
220

115

Cys

Gln

Phe

Glu

Arg

Ser

Tyr

His

125

Gln

Glu

Glu

Lys

Cys

205

Gly

Leu

Glu

30

Leu

Gln

Thr

Ser

Ile

110

Lys

Tyr

Gly

Tyr

Pro

150

Pro

Thr

Leu

15

Glu

Glu

Cys

Lys

Pro

95

Cys

Asp

Cys

Tyr

Pro

175

Gln

Trp

Leu

Leu

Ala

Glu

Ser

Leu

Cys

Phe

Asp

Ser

Ser

160

Cys

Gly

Gln

Ile



han

225

Asn

His

Ser

Pro

305

Glu

Gln

Fhe

Ser

385

Gly

val

Ser

Pro

465

Thz

Trp

Asp

Thr

His

290

Glu

Val

Gln

Cys

370

Gly

Ila

Tyr

Ser

Ser

450

Gly

Ila

Arg

Gly

Tyr

275

Gln

Arg

Ser

Ser

355

Ala

Gly

val

Thz

Glu

435

Ser

Pro

Trp

Asn

hsp

260

Val

Pro

Gly

Val

340

Gly

Pro

Sar

Arg

420

Pro

Lys

Ser

Val

245

Glu

Fro

val

Phe

Tzp

325

Lys

Tyr

His

Trp

405

Val

Arg

Ala

Asp

val

230

Ile

Gln

Gly

val

Ser

310

Gly

Asn

Val

Ser

Ala

390

Gly

Sar

Fro

Fro

Thr
470

Sar

Ala

Ser

Thr

L

295

Glu

Gln

Val

Gly

Asp

375

Thr

Gln

Gln

Gly

Fro

455

Pro

Ala

Val

Arg

Thr

280

Thr

Arg

Lau

Fro

360

Gly

His

Gly

Tyr

Val

440

Fro

Ile

ES 2665319 T3

Ala

Leau

265

BAzn

lﬂp

The

Laau

345

Ser

Ser

Tyr

Cys

Ila

425

Leu

Ser

Leu

His

Gly

250

Val

His

His

L

Asp

330

Fro

Lys

Ala
410

Glu

PFro

Cys

235

Glu

Ala

Asp

val

Ala

315

Arg

Asn

hAsp

Gly

395

The

Trp

Pro

Gln
475

116

Fhe

His

Gln

Ile

val

300

Gly

Thr

Ile

Ser

380

Thr

Val

Ala

Ser
460

Ser

Asp

Val

Ala

285

PED

val

Ala

Gln

Thr

365

Cys

Trp

Gly

Gln

Fro

445

Fro

Ser

Lys

Leu

Ile

270

Leu

Lau

Arg

Thr

Asp

350

Glu

Lys

Tyr

Hig

Lys

430

Fhe

Ser

Ser

Ila

Ser

255

Ile

Cysa

Phe

Ala

335

Cys

Tyr

Gly

Leu

Pha

415

Lau

Fro

Arg

Ser

Lys
240

Glu

Fro

Lau

Sar

320

Lau

Lau

Met

Asp

Thr

400

Gly

Mat

Ser

Leu

Lys
480
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ES 2665319 T3

Ala Pro Pro Pro

485

Thr Ile

500

Asp Pro

505

Pro Ser Pro

515

Ser Leu

520

Pro Gln

530

Leu Gly

<210> 28

<211> 1775

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor VII modificado con CTP

<400> 28

ctogaggaca
tgectggetg
cgogocaacy
gagcagtget
ttotggattt
toctgoaagg
aactgtgaga
cagtactgca
ctgotggoag
attotagaaa
cocaaagggg
gggaccctga
aactggagga
gagoagageoo
aaccacgaca
coccteotgeo
ttggtcageg
ctoaacgtge

tococaaata

tggtctecca

cagtcttegt
cgttoctgga
ccttogagga
cttacagtga
accagoctoca
cgocacaagga
gtgaccacac
acggggtgto
aaagaaatge
agtgtccatyg
tcaacaccat
acctgatoge
ggegggtgge
tegegetget
tgeccocgaacg
goctggggoca
cocoggotgat

tocacggagta

ggoccteagg
aacccaggag
ggagctgcgg
ggccogyggayg
tggggaccag
gtocctatatce
tgaccagctg
gggoaccaag
ctgcacacee
cagcaaaccc
gcaggtoctg
ctgggtggte
ggtgotggge
goaggteoatc
cogoctgeoac
gacgttetet
goctgcoctggac
FACOOAGTAC

catgttotgt

490

ctectetgoc
gaagoccacg
cocgggetoce
atcttcaagg
tgtgoctoaa
tgotteotgeo
atctgtgtga
cgotoctgto
acagttgaat
caaggoogaa
ttgttggtga
tocogoggooe
gagoacgaco
atcococagoa
cagcocgtgg
gagaggacgoc
cgtggogoca
tgoctgoage

gocggotact

117

Ser Leu Pr¢ Ser Pro Ser Arg Leu Pro Gly Pro

Ser

4395

Leu Prc Gln Ser Ser Ser Ser Lys Ala Pro Pro

510

Ser Arg Leu Pro Gly Pro Ser Asp Thr Pro

525

ttetgettgg
gegtectgea
tggagaggga
acgoggagayg
gtocatgooa
tococtgectt
acgagaacgyg
ggtgoccacga
ateecatgtgg
trgtgggggyg
atggagetea
actgtttcga
toagogagoa
cgtacgteoce
tocteocactga
tggecttegt
cggececctgga
agtoacggaa

cggatggceag

Fro

Ile

gcttcaggge
coggogocqgy
gtgcaaggag
gacgaagotg
gaatggggge
cgagggecgy
cggctgtgag
ggggtactct
aaaaatacect
caaggtgtge
gttgtgtggy
caaaatcaaqg
cgacggggat
gggcaccaco
ccatgtggtg
gogocttcteca
goctcatggte
ggtgggagac

caaggactoo

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
T20
T8O
840
200
960

1020
1080

1140
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15

tgcaaggggg
ggcatcgtga
gtgtceccagt
ctgetgagag
cectagcagac
gctccaccac
ctgocccagt
cctggcecat
agtctgecct
tctagectcta

gataccccca

<210> 29
<211> 589
<212> PRT

acagtggagg
gctggggeca
acatcgagty
caceettece
tgecetgggee
ctteectgee
ceteocageag
ccgataccece
ctocaageag
aagctccace

tcttgeoccca

<213> Secuencia artificial

<220>

cccacatgece
gggctgcgcee
gctgeagaaa
cageagoeage
ctctgacace
tagceccttcea
caaggcektoco
aattttgect
actcectgge
tocccagoctyg

gtgatgagga

<223> Factor VII modificado con CTP

<400> 29

Leu Glu
1

Gly Leu

His Gly

35

Leu Arg

50

Phe
65

Glu
Phe Trp
Gln

Asn

Cys Leu

Asp

Gln

val

Pro

Glu

Ile

Gly

Pro

Met Val Se

Gly Le

20

Cys

Leu His

Gly Ser Le

Ala Arg

70

Ser Tyr

85

Gly Ser

100

Ala Phe

Arg

Glu

Ser

Cys

Glu

r Gln Ala

u Ala Ala

Arg Arg

40

u Glu
55

Arg
Ile Phe
Asp Gly
Lys

Asp

Gly Arg

ES 2665319 T3

acccactacc
accgtgggec
ctgatgagaa
tccaaggecce
cctatcetge
agactgccag
ccacctagea
cagagcagct
cctteoagaca
cccagccecta

tcege

Leu Arg Leu

10

val
25

Phe val

Arg Ala Asn

Glu Cys Lys

Ala
75

Lys AsSp

Gln
90

Asp Cys

Gln
105

Leu Gln

Asn Cys Glu

ggggcacgtg
acttcggegt
goegageccay
cteoececctag
ctoagtccag
gccctagega
tgocttetec
ctagcaaggc
ctcocaatcet

gtagactcee

Leu Cys Leu

Thr Gln Glu

30

Ala Phe

45

Leu

Glu
60

Glu Gln

Glu Arg

Ala Ser

Ser Tyr

110

Thr His Lys

118

Thr

Ser

Ile

gtacctgacc
gtacaccagg
accceggegtyg
cetgeccage
ctectetaag
tacaccaatt
atcaaggetyg
acctcececcece
cccacagteoc

cggaccttet

Leu Leu

15

Glu Ala

Glu Glu
Ser

Cys

Leu
80

Lys

Pro
95

Cys
Phe

Cys

Asp Asp

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1775



Gln

Asp

145

Gly

Vval

Asn

225

Asn

His

Ser

Leu

Pro

305

Leun

Glu

Eln

Leu

130

Hig

Leau

Lys

Ile

Leu

210

Thr

Trp

Asp

Thr

His

290

Glu

Val

Leu

Gln

115

Ile

Thr

Ala

Ile

Val

195

Lew

Ile

Arg

Gly

Tyr

275

Gln

Arg

Ser

Met

Ser

355

Cys

Gly

Asp

Pro

180

Gly

Leu

Trp

Asn

hsp

260

Val

Fro

Thr

Gly

Val

340

Arg

Val

Thr

Gly

165

Ile

Gly

Wal

Val

Leu

245

Glu

Bro

Val

FPhe

Trp

325

Lys

Asn

Lys

150

val

Leu

Lys

Azn

Val

230

Ile

Eln

Gly

Val

Ser

310

Gly

Asn

Val

Glu

135

Arg

Ser

Glu

Val

Gly

215

Ser

Ala

Ser

Thr

Leu

295

Glu

Eln

Val

GEly

120

Asn

Ser

Cys

Lys

Cys

200

Ala

Ala

val

Arg

Thr

280

Thr

Arg

Leu

Fro

Asp
360

ES 2665319 T3

Gly

Cys

Thr

Arg

185

Pro

Gln

Ala

Leu

Arg

265

Asn

Asp

Thr

Leau

Arg

345

Ser

Gly

Arg

Pro

170

Asn

Lys

Leu

Hig

Gly

250

val

Hisg

His

Leu

330

Leu

Fro

Cys

Cys

155

Thr

Ala

Gly

Cys

Cys

235

Glu

Ala

Val

Ala
315

Met

Asn

119

Glu

140

Hig

val

Ser

Glu

Gly

220

FPhe

His

Eln

Ile

Val

300

Fhe

Gly

Thr

Ile

125

Gln

Glu

Glu

Lys

Cys

205

Gly

RAsp

Asp

Val

Ala

285

Pro

Val

Ala

Gln

Thr
365

Tyr

Gly

TTI‘

Pro

130

Fro

Thr

Lys

Leu

Ile

270

Leu

Leu

Arg

Thr

Asp

350

Glu

Cys

Tyr

Pro

175

Gln

Trp

Leu

Ile

Ber

255

Ile

Leu

Cys

Phe

Ala

335

Cys

Tyr

Ser

Ser

160

Cys

Gly

Gln

Ile

Lys

240

GElu

Pro

Arg

Leu

Ser

320

Lau

Leu

Met
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Fha Cys
370

Sar Gly
385

Gly Ile

Val Tyr

Arg Ser

Ser Ser
450

Pro Gly
465

Ala Pro

Asp Thr

Sar Leu

Leu Pro
330

Pro Ser
545

Sar Sar

Fro Gly

<210> 30
<211> 1673
<212> ADN

Ala

Gly

Val

The

Elu

435

Ser

Fro

Fro

Pro

Fro

515

Gln

Arg

Sar

Fro

Gly

Pro

Ser

420

Fro

Lys

Ser

Fro

Ile

500

Sar

Sar

Leu

Lys

Sar
580

Ty

His

405

Val

Arxg

Ala

Asp

Sar

485

Leu

Fro

Sar

Pro

Ala

565

Asp

<213> Secuencia artificial

<220>

Sar

Ala

330

Gly

Sar

Pro

Pro

Thr

470

Lau

Pro

Sar

Ser

Gly

550

Pro

Thr

Asp

375

The

Gln

Gln

Gly

Bro

455

Fro

Fro

Gln

Arg

Sar

535

Bro

Froa

Fro

<223> Factor IX modificado con CTP

<400> 30

ES 2665319 T3

Gly

His

Gly

Tyr

Val

440

Pro

Ile

Sar

Ser

Lau

520

Lys

Ser

Fro

Ila

Ser

Tye

Cys

Ila

425

Ser

Fro

Ser

505

Fro

Ala

Asp

Bar

585

Lys

Arg

Ala

410

Glu

FPro

Sar

430

Ser

Gly

Fro

Thr

Lau

570

Fro

Asp

Gly

395

Thr

Trp

Axg

Pro

Gln

475

Axrg

Ser

Fro

Fro

Pro

555

Fro

Gln

120

Sar

380

The

Val

Lau

Ala

Ser

460

Sar

Lau

Lys

Sar

Fro

540

Ile

Sar

Gly

Cys

Trp

Gly

Gln

Fro

445

Pro

Ser

Fro

Ala

hsp

525

Sar

Leu

Fro

Sar

Lys

Ty

Hia

Lys

430

Fhe

Ser

Sar

Gly

Pro

510

Thr

Lau

Pro

Sar

Gly

Lau

Phe

415

Lau

Fro

Arg

S5ar

Fro

435

Pro

Fro

Fro

Gln

Arg
575

Asp

The

400

Gly

Mat

Sar

Leu

Lys

480

Sar

Bro

Ila

Sar

Ser

560

Lau



10

tctagagteog

atcaccatect
gaaaacgoca
tttgttcaag
cgagaagttt
gatcagtgtyg
tatgaatgtt
aacattaaga
tgctoctgta
ccatttocat
gtttttootyg
actcaaagca
ccaggtcaat
tctatogtta
attacagttyg
aatgtgatte
gacattgooo
tgoattgotyg
ggctggggaa
ccacttgttg
ttetgtgeotyg
catgttactyg
tgtgoaatga
aaggaaaaaa
ccaagoaggo
gococCccaccco
ctgocccagt
ccaggooott
<210> 31

<211> 545
<212> PRT

acccogocat
gocttttagg
acaaaattet
ggaaccttga
ttgaaaacac
agtceocaatec
ggtgtecett
atggcagatg
ctgagggata
gtggaagagt
atgtggacta
cccaatecatt
teoeccttggea
atgaaaaatg
teogeaggtga
gaattattec
ttoctggaact
acaaggaata
gagtoctteoeca
accgagccac
gettecatga
aagtggaagg
aaggcaaata
caaagoteoac
tgocctgggec
ctagocctgec
cctecagoag

ctgatacaco

<213> Secuencia artificial

<220>

goagogogty
atatctacte
gaatoggoca
gagagaatgt
tgyaaagaaca
atgtttaaat
tggatttgaa
cgagcagttt
togacttgea
ttotgtttoa
tgtaaattot
taatgactte
ggttgttttg
gattgtaact
acataatatt
tcaccacaac
ggacgaacco
cacgaacatc
caaagggaga
atgtcottoga
aggaggtaga
gaccagttte
tggaatatat
tagoctocage
cagtgacacc
ttotocttet
taaggctcoce

catoctocea

<223> Factor IX modificado con CTP

<400> 31

ES 2665319 T3

aacatgatca
agtgctgaat
aagaggtata
atggaagaaa
actgaatttt
ggcggoagtt
ggaaagaact
tgtaaaaata
gaaaaccaga
caaacttcta
actgaagobyg
actcgagttg
aatggtaaag
gctgeoocact
gaggagacag
tacaatgeoag
ttagtgctaa
ttoctcaaat
teoagctttag
tetacaaagt
gattcatgte
ttaactggaa
accaaggtat
agcaaggeooo
cctatocctge
cggctgoctg
cctecatete

cagtgatgag

tggcagaatec
gtacagtttt
attcaggtaa
agtgtagttt
ggaagcagta
gocaaggatga
gtgaattaga
gtgctgataa
agtootgtga
agotoaceoog
aaaccatttt
ttggtggaga
ttgatgcatt
gtgttgaaac
aacatacaga
ctattaataa
acagotacgt
ttggatctgg
ttectteoagta
tocaccatcta
aaggagatag
ttattagetyg
cooggtatgt
ctocoocogag
ctoagtcocag
gocccagoga
tgocatoeocs

gatcegegge

121

accaggocto
tettgatoat
attggaagag
tgaagaagca
tgttgatgga
cattaattoeo
tgtaacatgt
caaggtggtt
accagcaghtyg
tgoctgaggoa
ggataacato
agatgocaaa
ctgtggaggc
tggtgttaaa
goaaaagoga
gtacaaccat
tacacctatt
ctatgtaagt
cocttagagtt
taacaacatg
tgggggaccc
gggtgaagag
caactggatt
cotgoootoo
ctoccagoaag
tacteocaatt
cagcagactg

cge

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620

1673



ES 2665319 T3

Gln Arg Val Asn Met Ile Met Ala Glu Ser Pro Gly Leu Ile Thr

¥

Ile Cys Leu Leu Gly Tyr Leu Leu Ser Ala Glu Cys Thr Val Phe Lau
20 25 30

Asp His Glu Asn Ala Asn Lys Ile Leu Asn Arg Pro Lys Arg Tyr Asn
35 40 45

Sar Gly Lys Leu Glu Glu Phe Val Gln Gly Asn Leu Glu Arg Glu Cys
50 55 60

Met Glu Glu Lys Cys Ser Phe Glu Glu Ala Arg Glu Val Phe Glu Asn
65 70 75 BO

Thr Glu Arg Thr Thr Glu Phe Trp Lys Gln Tyr Val Asp Gly Asp Gln

Cys Glu Ser Asn Pro Cys Leu Asn Gly Gly Ser Cys Lys Asp Asp Ile
100 105 110

Agn Ser Tyr Glu Cys Trp Cys Pro FPhe Gly Phe Glu Gly Lys Asn Cys
115 120 125

Glu Leu Asp Val Thr Cys Asn Ile Lys Asn Gly Arg Cys Glu Gln Phe
130 135 140

Cys Lys Asn Ser Ala Asp Asn Lys Val Val Cys Ser Cys Thr Glu Gly
145 150 155 160

Tyr Arg Leu Ala Glu Asn Gln Lys Ser Cys Glu Pro Ala Val Pro FPhe
165 179 175

Pro Cys Gly Arg Val Ser Val Ser Gln Thr Ser Lys Leu Thr Arg Ala
180 185 130

Glu Ala Val Phe Pro Asp Val Asp Tyr Val Asn Ser Thr Glu Ala Glu
135 200 205

Thr Ile Leu Asp Asn Ile Thr Gln Ser Thr Gln Ser Phe Asn Asp Fhe
210 215 220

Thr Arg Val Val Gly Gly Glu Asp Ala Lys Pro Gly Gln Fhe Pro Trp

122



225

Gln

val

Val

His

Tyr

305

Ala

val

Ser

385

Glu

Thr

Glu

Ser

465

Val

Asn

Lys

Thr

290

Asn

hsp

Asp

Ser

Gln

370

Thr

Gly

Glu

Glu

Tyr

450

Lys

val

Glu

Ile

275

Glu

Ala

Glu

Lys

Gly

355

Tyr

Lys

Gly

val

Cys

435

val

Ala

Leu

Lys

260

Thr

Gln

Ala

Pro

Glu

340

Trp

Leu

Phe

Arg

Glu

420

Ala

Asn

Pro

Asn
245

Trp

Wal

Lys

Ile

Leu

325

Tyr

Gly

Thr

Asp

405

Gly

Trp

Bro

230

Gly

Ile

Val

Asn

310

Val

Thr

Arg

Val

Ile

390

Ser

Thr

Lys

Ile

Pro

470

Lys

Val

Ala

Asn

295

Lys

Leu

Asn

Val

Pro
378

Tyr

Cys

Ser

Gly

Lys

455

Ser

ES 2665319 T3

Val

Thr

Gly

280

Val

Tyr

Asn

Ile

EFhe

360

Leu

Asn

Gln

Phe

Lys

440

Glu

Leu

Rsp

Ala

265

Glu

Ile

Asn

Ser

Fhe

345

His

val

Asn

Gly

Leu

425

Tyr

Lys

Pro

Ala

250

Ala

Hig

Arg

His

Tyr

330

Leu

Lys

Asp

Met

Thr

Gly

Thr

Eer

235

Phe

His

Asgn

Ile

Asp

315

Val

Lya

Gly

Arg

Ehe

395

Sar

Gly

Ile

Lys

Bro

475

123

Cys

Cya

Ile

Ile

300

Ile

Thr

Phe

Arg

Ala

380

Cys

Gly

Ile

Tyr

460

Ser

Gly

Val

Glu

285

Pro

Ala

Pro

Gly

Ser

365

Thr

Ala

Gly

Ile

Thr

445

Thr

Gly

Glu

270

Glu

Hie

Leu

Ile

Ser

350

Ala

Cys

Gly

Fro

Ser

430

Lys

Ser

Leu

Ser

255

Thr

Thr

Hig

Leu

Cys

335

Gly

Leu

Leu

Fhe

Hism

415

Trp

Val

Ser

Pro

240

Ile

Gly

Glu

Asn

Glu

3zo

Ile

Tyr

Val

Arg

His

400

Vval

Gly

Ser

Ser

Gly
480



10

Pro Ser

Pro

Pro

Ile

Pro

Ser
530

Pro

Gln
545

<210> 32

Asp Thr Pro
485

Ser Leu Pro

500

Leu Pro Gln

515

Pro Ser Aryg

<211> 1757
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

Ile

Ser

Ser

Leu

ES 2665319 T3

Leu Pro Gln

Pro Ser Arg
505

Ser Ser Ser
520

Pro Gly Pro
535

<223> Factor IX modificado con CTP

<400> 32

tctagagteg

atcaccatet
gaaaacgoca
tttgttcaag
cgagaagttt
gatcagtgtg
tatgaatgtt
aacattaaga
tgotectgta
ccatttocat
gtetttectg
actcaaagca
cocaggtoaat
toctategtta
attacagttg
aatgtgattc

gacattgeco

accceogccat
gecttttagy
acaaaattct
ggaaccttga
ttgaaaacac
agtccaateoo
ggtgtocctt
atggcagatg
ctgagggata
gtggaagagt
atgtggacta
coccaatcatt
toocottggoa
atgaaaaatg
tegeoaggtga
gaattattcc

ttetggaact

goagogoegtg
atatctacte
gaatoggoeca
gagagaatgt
tgaaagaaca
atgtttaaat
tggatttgaa
cgagcagttt
toegacttgea
ttetgtttea
tgtaaattct
taatgacttc
ggttgttttyg
gattgtaact
acataatatt

tcaccacaac

ggacgaacoo

Ser

490

Leu

Lys

Ser

Ser Ser Ser

Pro Gly Pro

Ala Pro Pro
525

Asp Thr Pro
540

Lys

Ser

510

Pro

Ile

Ala
495

Pro
Asp Thr
Leu

Ser

Leu Pro

aacatgateca
agtgotgaat
aagaggtata
atggaagaaa
actgaatttt
ggcggoagtt
ggaaagaact
tgtaaaaata
gaaaaccaga
caaactteta
actgaagcotg
actogagttyg
aatggtaaag
gctgoccact
gaggagacag
tacaatgcag

ttagtgctaa

124

tggcagaate
gtacagtttt
attcaggtaa
agtgtagttt
ggaagoagta
goaaggatga
gtgaattaga
gtgoctgataa
agtecctgtga
agoctcaceag
aaaccatttt
ttggtggaga
ttgatgoatt
gtgttgaaac
aacatacaga
ctattaataa

acagctacgt

accaggeccte
tottgatcat
attggaagag
tgaagaagca
tgttgatgga
cattaattceo
tgtaacatgt
caaggtggtt
accagcagty
tgctgaggea
ggataacatc
agatgocaaa
ctgtggagge
tggtgttaaa
gcaaaagoga
gtacaaccat

tacacctatt

&0
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
T8O
B40
900
960

1020



10

15

tgecattgctg
ggctggggaa
ccacttgttg
ttctgtgotg
catgttactyg
tgtgcaatga
aaggaaaaaa
ccaagcaggce
gccccaccac
ctgecccagt
cctggcccat
agtctgecct
tgaggatceg
<210> 33

<211> 583
<212> PRT

acaaggaata
gagtcttceca
accgagccac
gcttcocatga
aagtggaagyg
aaggcaaata
caaagctcac
tgectgggee
cttececctgee
ccteccageag
ccgataccce
ctccaagecag

cggecge

<213> Secuencia artificial

<220>

cacgaacatc
caaagggaga
atgtcttega
aggaggtaga
gaccagttte
tggaatatat
tagctcocage
ctctgacace
tagcccttca
caaggctece
aattttgcct

actcectgge

<223> Factor IX modificado con CTP

<400> 33

Ser Arg
1

Ser Pro

Glu Cys

35

Pro
50

Arg
Asn Leu
Glu

Arg

Tyr Val

val

Gly

Thr

Lys

Glu

Val

Asp

Asp Pro Al

Leu Ile

Val Phe

Arg Tyr

Arg Glu

70

Phe Glu

Gly
100

Asp

Thr

Leu

Asn

Cys

Asn

Gln

a Met Gln

Ile

Cys

His
40

Asp

Ser
55

Gly
Met Glu
Thr

Glu

Cys Glu

ES 2665319 T3

ttcectecaaat
tcagctttag
tctacaaagt
gattcatgtc
ttaactggaa
accaaggtat
agcaaggeoea
cctatecotge
agactgccag
ccacctagec
cagagcagct

cctteoagaca

val
10

Arg Asgn

Leu Leu Gly

Glu Asn Ala

Lys Leu Glu

Glu Lys Cys

75

Thr
90

Arg Thr

Ser Asn Pro

105

ttggatctgg
ttcttcagta
tcaccatcta
aaggagatagqg
ttattagetyg
cececggtatgt
cteoceccegag
ctcagtccag
gccctagega
tgcecttetee
ctagcaaggc

ctcececattet

Met Ile

Tyr Leu

Aszsn Lys

45

Glu
60

Phe
Ser Phe
Glu

Phe

Cys Leu

Met

Leu

Ile

Val

Glu

Trp

Asn

ctatgtaagt
ccttagagtt
taacaacatg
tgggggacce
gggtgaagag
caactggatt
cctgecectee
ctcctctaag
tacaccaatt
atcaaggectg
acctcccecce

gccacagtga

Ala
15

Glu

Ser Ala

Leu Asn

Gln Gly

Glu Ala

Lys Gln

95

Gly Gly

110

125

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1757



Sar

Fhe

Gly

145

Cys

Glu

Sar

Asn

Gln

225

Pro

Fhe

His

Asn

Ile

305

Asp

Val

Lys

Cys

Glu

130

Arg

Ser

Fro

Lys

Ser

210

Ser

Gly

Cys

Cys

Ila

230

Ile

Ile

Thr

Fhe

Lys

115

Gly

Cys

Cys

Ala

Lau

135

The

Phe

Gln

Gly

Val

275

Glu

Pro

Ala

Bro

Gly

Asp

Lys

Glu

Thr

Val

180

Thz

Glu

Aan

Phe

Gly

260

Glu

Glu

Hisg

Ile
340

Sar

Asp

Asn

Gln

Elu

165

Fro

Arg

Ala

RBsp

Pro

245

Ser

Thr

Thi

Hig

Leu
325

Cys

Gly

Ila

Cys

FPhe

150

Gly

Fhe

Ala

Glu

Phe

230

Trp

Ile

Gly

Glu

Asn

310

Glu

Ile

Tyr

Asn

Glu

135

Cys

Tyr

Fro

Glu

Thr

215

Thr

Gln

Val

Val

His

235

Tyr

Leu

Ala

Val

Sar

120

Leu

Lys

Arg

Cys

Ala

200

Ile

Arg

Val

Asn

Lys

280

The

Agn

Asp

Asp

Sar

ES 2665319 T3

Tyr

Asp

Agn

Leu

Gly

185

Val

Ligu

Val

Val

Glu

265

Ila

Glu

Ala

Elu

Lys

345

Gly

Glu

val

Ser

Ala

170

Fhe

Asp

Val

Leu

250

Lys

Thr

Gln

Ala

Fro

330

Glu

Trp

Cys

Thr

Ala

155

Glu

Val

Fro

Asn

Gly

235

Asn

Trp

val

Lys

Ile

315

Leau

Tyr

Gly

Trp

Cys

140

Asp

Asn

Sar

Asp

Ile

220

Gly

Gly

Ile

Val

Arg

300

Agn

Val

Thr

Axg

126

Cys

125

Asn

Agn

GEln

Val

Val

205

The

Elu

Lys

Val

Ala

285

Asn

Lys

Asn

Val

Fro

Ile

Lys

Lys

Ser

130

hsp

Gln

Asp

Val

Thr

270

Gly

Val

Tyr

Asn

Ile

350

Fha

Pha

Lys

val

Ser

175

Gln

Tyr

Ser

Asp

255

Ala

Glu

Ila

Asn

Ser

335

FPhe

His

Gly

Agn

val

160

Cys

Thr

Val

Thr

Lys

240

Ala

Ala

His

Arg

Hig

320

Tyr

Leu

Lys



10

355

Gly Arg Ser Ala Leu Val Leu
370 375

Arg Ala Thr Cys Leu Arg Ser
385 390

Phe Cys Ala Gly Phe His Glu
405

Ser Gly Gly Pro His Val Thr
420

Gly Ile Ile Ser Trp Gly Glu
435

Ile Tyr Thr Lys Val Ser Arg
450 455

Lys Leu Thr Ser Ser Ser Ser
465 470

Pro Ser Arg Leu Pro Gly Pro
485

Ser Ser Ser Lys Ala Pro Pro
500

Pro Gly Pro Ser Asp Thr Preo
515

Ala Pro Pro Pro Ser Leu Pro
530 535

Asp Thr Pro Ile Leu Prc Gln
545 550

Ser Leu Pro Ser Pro Ser Arg
565

Leu Pro Gln Gly Ser Ala Ala
580

<210> 34

<211> 1840

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Factor IX modificado con CTP

<400> 34

360

Gln

Thr

Gly

Glu

Glu

440

Tyr

Lys

Ser

Pro

Ile

520

Ser

Ser

Leu

ES 2665319 T3

Tyr

Lys

Gly

val

425

Cys

Val

Ala

Asp

Ser

505

Leu

Pro

Ser

Pro

Leu

Phe

Arg

410

Glu

Ala

Asn

Pro

Thr

490

Leu

Pro

Ser

Ser

Gly
570

Arg

Thr

395

Asp

Gly

Met

Trp

Pro

475

Pro

Pro

Gln

Arg

Ser

555

Pro

val

380

Ile

Ser

Thr

Lys

Ile

460

Pro

Ile

Ser

Ser

Leu

540

Lys

Ser

127

365

Pro

Tyr

Cys

Ser

Gly

445

Lys

Ser

Leu

Pro

Ser

525

Pro

Ala

Asp

Leu

Asn

Gln

Phe

430

Lys

Glu

Leu

Pro

Ser

510

Ser

Gly

Pro

Thr

val

Asn

Gly

415

Leu

Tyr

Lys

Pro

Gln

495

Arg

Ser

Pro

Pro

Pro
575

Asp

Met

400

Asp

Thr

Gly

Thr

Ser

480

Ser

Leu

Lys

Ser

Pro

560

Ile



ctagagtoga
toaccatotyg
aaaacgocaa
ttgttoaagyg
gagaagtttt
atcagtgtga
atgaatgttyg
acattaagaa
gotoctgtac
catttocatyg
tttttectga
ctcaaagcac
caggtcaatt
ctatogttaa
ttacagttgt
atgtgattog
acattgocct
geattgotga
getggggaag
cacttgttga
totgtgotgg
atgttactga
gtgcaatgaa
AGTAAAARAC
caagoagget
ctocaccaco
tgococcagte
ctggooecate

gtetgoocote

ctagctctaa

ataccoocat

<210> 35
<211>610
<212> PRT

cccogcecatg
ccttttagga
caaaattctg
gaaccttgag
tgaaaacact
gtecaateeca
gtgtccettt
tggocagatge
tgagggatat
tggaagagtt
tgtggactat
ccaatecattt
cococttggoag
tgaaaaatgyg
cgcaggtgaa
aattattect
tectggaactg
caaggaatac
agtettocac
cogagocaca
cttoccatgaa
agtggaaggg
aggcaaatat
aaagcotoact
gooctgggooo
ttocococtgocot
ctococageoageo
cgatacceoeca

tecaageoaga

agctocacct

cttgococayg

<213> Secuencia artificial

ES 2665319 T3

cagogogtga
tatctacteoa
aatocggocaa
agagaatgta
gaaagaacaa
tgtttaaatg
ggatttgaag
gagoagtttt
cgacttgoag
totgtttoac
gtaaattcta
aatgactteca
gttgttttga
attgtaactg
cataatattg
caccacaact
gacgaaccct
acgaacatct
aaagggagat
tgtcttogat
ggaggtagag
accagtttct
ggaatatata
agotocagoa
totgacaceo
agoocttcaa
aaggctoceceo
attttgecte

cteoctggee

coccagectge

tgatgaggat

acatgatcat
gtgctgaaty
agaggtataa
tggaagaaaa
ctgaattttg
geggoagttyg
gaaagaactg
gtaaaaatag
aaaaccagaa
aaacttotaa
ctgaagctga
ctegagttgt
atggtaaagt
ctgoocactyg
aggagacaga
acaatgoagao
tagtgctaaa
tecctcaaatt
cagetttagt
ctacaaagtt
attcatgtca
taactggaat
ccaaggtate
goaaggooos
ctatoctgeco
gactgocagg
cacctagoct
agagcagcte

cttcagacac

ccageoectag

ccgoggeage

128

ggcagaateca
tacagttttt
ttcaggtaaa
gtgtagtttt
gaagcagtat
caaggatgac
tgaattagat
tgoctgataac
gtoctgtgaa
gotocaccegh
aaccattttg
tggtggagaa
tgatgoatto
tgttgaaact
acatacagag
tattaataag
cagctacgtt
tggatctgge
totteoagtac
caccatctat
aggagatagt
tattagotgg
cocggtatgte
tocoocogags
tocagtocage
coctagogat
goctteteoca
tagcaaggca

tocaatccte

tagactccoc ggaccttctg

cocaggoctca
cttgatoatyg
ttggaagagt
gaagaagcac
gttgatggag
attaatteect
gtaacatgta
aaggtggttt
ccagcagtgo
gotgaggoag
gataacatca
gatgccaaac
tgtggaggct
ggtgttaaaa
caaaagogaa
tacaaccatg
acacctattt
tatgtaagtg
cttagagtte
aacaacatgt
gggggacoac
ggtgaagagt
aactggatta
ctgooctooe
toototaagy
agaccaatto
tcaaggctgoe
cotoococca

ccacagtoct

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
500
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1740

1800

1840



<220>
<223> Factor IX modificado con CTP

<400> 35

Arg

1

Pro

Cys

Pro

Leu

65

Glu

val

Cys

Glu

Arg

145

Ser

Pro

Val

Gly

Thr

Lys

50

Glu

val

Asp

Lys

Gly

130

Cys

Cys

Ala

Asp

Leu

Val

35

Arg

Arg

Phe

Gly

Asp

115

Lys

Glu

Thr

val

Pro

Ile

20

Phe

Tyr

Glu

Glu

Asp

100

Asp

Asn

Gln

Glu

Pro
180

Ala

Thr

Leu

Asn

Cys

Asn

85

Gln

Ile

Cys

Phe

Gly

165

Phe

Met

Ile

Asp

Ser

Met

70

Thr

Cys

Asn

Glu

Cys

150

Tyr

Pro

Gln

Cys

His

Gly

55

Glu

Glu

Glu

Ser

Leu

135

Lys

Cys

Arg

Leu

Glu

40

Lys

Glu

Arg

Ser

Tyr

120

Asp

Asn

Leu

Gly

ES 2665319 T3

val

Leu

25

Asn

Leu

Lys

Thr

Asn

105

Glu

Val

Ser

Ala

Arg
185

Asn

10

Gly

Ala

Glu

Cys

Thr

90

Pro

Cys

Thr

Ala
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REIVINDICACIONES

Un factor de coagulacion modificado con péptido del carboxilo terminal de la gonadotropina coriénica (CTP)
gue consiste en un factor de coagulacion y tres CTP unidos al carboxilo terminal de dicho factor de
coagulacion, en donde dicho factor de coagulaciéon modificado con CTP es:

un polipéptido del factor IX (FIX) modificado con CTP que consiste en la secuencia de aminoacidos de la sec.
con ndm. de ident.: 31 o de los amino4cidos 47-545 de la sec. con nim. de ident.: 31;

un polipéptido del factor VII (FVII) modificado con CTP que consiste en la secuencia de aminoacidos de la
sec. con num. de ident.: 25 o de los amino&cidos 39-528 de la sec. con nim. de ident.: 25; 0

un factor Vlla activado (FVIla) modificado con CTP que consiste en la secuencia de aminoacidos de los
aminoacidos 39-528 de la sec. con num. de ident.: 25.

El factor de coagulacion modificado con CTP de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde al menos un CTP
esta glicosilado.

El factor de coagulacién modificado con CTP de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en donde dicho factor de
coagulacion modificado con CTP es un polipéptido del FIX modificado con CTP que consiste en la secuencia
de aminoécidos de la sec. con num. de ident.: 31 o de los aminoacidos 47-545 de la sec. con nim. de ident.:
31.

El factor de coagulacion modificado con CTP de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, en donde dicho factor de
coagulacion modificado con CTP es un polipéptido del FVII modificado con CTP que consiste en la secuencia
de aminoécidos de la sec. con nim. de ident.: 25 o de los aminoacidos 39-528 de la sec. con num. de ident.:
25, o0 en donde el factor de coagulacion modificado con CTP es un FVlla modificado con CTP que consiste en
la secuencia de aminoacidos de los aminoacidos 39-528 de la sec. con num. de ident.: 25.

Un polinucledtido que codifica el factor de coagulacién modificado con CTP de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a la 4.

El polinucleétido de acuerdo con la reivindicaciéon 5, en donde la secuencia de acido nucleico de dicho
polinucleétido es como se expone en la sec. con nim. de ident.: 30.

El polinucleétido de acuerdo con la reivindicacion 5, en donde la secuencia de acido nucleico de dicho
polinucleétido es como se expone en la sec. con nim. de ident.: 24.

Una composicién farmacéutica que comprende un factor de coagulacién modificado con CTP de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 4, o un polinucleétido de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 5 a la 7, y un portador farmacéuticamente aceptable.

Un factor de coagulacion modificado con CTP de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 4, o
una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacion 8, para usar como un medicamento.

Un factor de coagulacion modificado con CTP de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 4, o
una composicion farmacéutica de acuerdo con la reivindicacién 8, para usar en la prevencion o el tratamiento
de un trastorno de coagulacién de la sangre o de formacion de coagulos en un sujeto.

El factor de coagulacion modificado con CTP o la composicion farmacéutica para usar de acuerdo con la
reivindicacion 10, en donde el trastorno de coagulacion de la sangre o de formacién de coagulos es hemofilia.

El factor de coagulacion modificado con CTP o la composicion farmacéutica para usar en la prevencion o el
tratamiento de un trastorno de coagulacion de la sangre o de formacion de coagulos en un sujeto de acuerdo
con la reivindicacion 10 u 11 mediante administracion subcutanea.

El factor de coagulacion modificado con CTP o la composicién farmacéutica para usar de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 10 a la 12, en donde el sujeto es un nifio.

Un método para prolongar el tiempo de vida media biolégica de un factor de coagulacién, el método
comprende la etapa de unir tres péptidos del carboxilo terminal de la gonadotropina coriénica (CTP) al
carboxilo terminal de un polipéptido del FIX, o comprende la etapa de unir tres péptidos del carboxilo terminal
de la gonadotropina corionica (CTP) al carboxilo terminal de un polipéptido del FVII o FVlla, para producir asi
un factor de coagulacion modificado con CTP como se definié en cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 4,
en donde el factor de coagulacién tiene un tiempo de vida media biolégica prolongado.

Un método para mejorar el area bajo la curva (AUC) de un factor de coagulacion, el método comprende la
etapa de unir tres péptidos del carboxilo terminal de la gonadotropina coriénica (CTP) al carboxilo terminal de
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un polipéptido del FIX, o comprende la etapa de unir tres péptidos del carboxilo terminal de la gonadotropina
coriénica (CTP) al carboxilo terminal de un polipéptido del FVII o FVlla, para producir asi un factor de
coagulacién modificado con CTP como se definié en cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 4, en donde el
factor de coagulacion tiene un area bajo la curva (AUC) mejorada.

Un método para reducir la frecuencia de dosificacion de un factor de coagulacion, el método comprende la
etapa de unir tres péptidos del carboxilo terminal de la gonadotropina coridnica (CTP) al carboxilo terminal de
un polipéptido del FIX, o comprende la etapa de unir tres péptidos del carboxilo terminal de la gonadotropina
corionica (CTP) al carboxilo terminal de un polipéptido del FVII o FVlla, para producir asi un factor de
coagulacién modificado con CTP como se definié en cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 4, en donde el
factor de coagulacién tiene una reduccion de la frecuencia de dosificacion.

Un método para reducir la velocidad de aclaramiento de un factor de coagulacion, el método comprende la
etapa de unir tres péptidos del carboxilo terminal de la gonadotropina coriénica (CTP) al carboxilo terminal de
un polipéptido del FIX, o comprende la etapa de unir tres péptidos del carboxilo terminal de la gonadotropina
coriénica (CTP) al carboxilo terminal de un polipéptido del FVII o FVlla, para producir asi un factor de
coagulacién modificado con CTP como se definié en cualquiera de las reivindicaciones 1 a la 4, en donde el
factor de coagulacién tiene una velocidad de aclaramiento reducida.

Un método para producir el factor de coagulacion modificado con CTP de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a la 4, el método comprende la etapa de unir tres péptidos del carboxilo terminal de la
gonadotropina coridnica (CTP) al carboxilo terminal de un polipéptido del FIX, o que comprende la etapa de
unir tres péptidos del carboxilo terminal de la gonadotropina coriénica (CTP) al carboxilo terminal de un
polipéptido del FVII o del FVlla, para producir asi el factor de coagulacion modificado con CTP.
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Actividad cromogénica del Factor IX
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Nivel del antigeno FIX
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Actividad cromogénica del Factor IX
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Actividad cromogénica de FIX
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Primer reto de sangrado:
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Tiempo del primer sangrado (min)

cohorte # 1 cohorte # 3 FIXKO
1 10 10 10
#2 5.12 1 a7
43 10 10 [
#a 10 10
"S5 10 7 10
#t 10 10 10
Figura 17C
Primer sangrado
10 T 0o0—C0000—00000—
3 - G
") o)
:_E.. o
g *]
E
e 2
0

Cohorte#1 Cohorte#3 FIXKO

Figura 17D

146




ES 2665319 T3

Segundo sangrado: valor de DO
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Tiempo del segundo sangrado (min)
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Figura 25A
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Figura 28
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% de supervivencia
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Figura 30A Figura 30B
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Conc. (ng\ml)
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Estudio PK-3y 5 CTP-IV
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Figura 35A
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