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DESCRIPCION
Método de purificacién de factor VIl transgénico

CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencién se refiere a un ligando de afinidad anti-factor VII que es particularmente Util para purificar
factor VIl activado humano recombinante de fuentes transgénicas. El ligando de afinidad combinado con otras
etapas cromatograficas ortogonales permite la preparacion de una disolucién de FVII altamente purificada
completamente activada libre de agregados con un bajo porcentaje de formas de FVII degradadas u oxidadas.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

El factor VII (FVII) es una glucoproteina dependiente de la vitamina K que en su forma activada (FVlla) participa en
el proceso de coagulacion que activa el factor X y el factor IX en presencia de calcio y de factor tisular. FVII se
secreta en forma de una Unica cadena peptidica de 406 restos, con un peso molecular de aproximadamente 50 kDa.
El FVII contiene cuatro dominios estructurales distintivos: el dominio gamma-carboxilico del extremo N (Gla), dos
dominios de tipo "factor de crecimiento epidérmico (EGF)" y un dominio de serina proteasa. La activacion del FVII en
FVlla se caracteriza por la escisién del enlace del dominio de Arg152-lle153 (Arginina 152-Isoleucina 153). FVlla es,
por tanto, un compuesto con una cadena ligera de 152 aminoacidos con un peso molecular de aproximadamente
20 kDa y con una cadena pesada de 254 aminoacidos con un peso molecular de aproximadamente 30 kDa unidas
entre si con un unico puente disulfuro (Cys135-Cys262).

El FVlla plasmatico contiene varias modificaciones postraduccionales: los diez primeros &cidos glutamicos estan
[gamma]-carboxilados, Asp63 esta parcialmente hidroxilada, Ser52 (Serina 52) y Ser60 (Serina 60) estan O-
glucosiladas y llevan los patrones de glucosa (Xilosa)0-2 y fucosa, respectivamente, Asn145 (Asparagina 145) y
Asn322 (Asparagina 322) se N-glucosilan principalmente por estructuras complejas bisialiladas biantenarias.

FVIl se usa para el tratamiento de pacientes que padecen hemofilia, que muestran una deficiencia de factor VIl
(hemofilia de tipo A) o de factor IX (hemofilia de tipo B), como de pacientes que muestran otras deficiencias de
factores de coagulacién, por ejemplo, una deficiencia congénita de FVII. Es, por tanto, necesario que estén
disponibles concentrados de FVlla inyectable.

El método mas antiguo para obtener concentrados de FVlla consistié en la purificacion de FVlla de proteinas del
plasma resultantes del fraccionamiento del plasma. Para ese fin, el documento EP 0 346 241 describe la preparacién
de una fraccion enriquecida en FVlla, obtenida después de la adsorcion y posterior elucion de un producto
secundario del fraccionamiento de proteinas plasmaticas que contienen FVIl y FVlla y otras proteinas tales como los
factores IX (FIX), X (FX) y Il (FIl), particularmente el pre-eluato de PPSB (P=protrombina o FIl, P=proconvertina o
FVII, S=factor de Stuart o FX y B=factor B antihemofilo o FIX). El inconveniente de este proceso es que el FVII
obtenido todavia contiene algunas trazas de los otros factores de coagulacion.

Asimismo, el documento EP 0 547 932 describe un proceso de fabricacion de un concentrado de FVlla de alta
pureza sustancialmente libre de factores dependientes de la vitamina Ky de FVIII. EI FVII obtenido por este proceso,
a pesar de su pureza, muestra una actividad trombogénica residual.

En términos generales, uno de los principales inconvenientes de estos procesos es que dan solo pequeias
cantidades de productos. Ademas, todavia es dificil obtener un producto completamente libre de otras proteinas
presentes en el plasma. Finalmente, aunque se estan implementando varias precauciones en cada etapa de
preparacion de los factores de coagulacion plasmaticos para garantizar su seguridad viral y bacteriana (seguimiento
de donantes de sangre, pruebas para detectar contaminantes virales y bacterianos conocidos, purificacion rigurosa y
tratamientos inactivantes de virus para reducir en la medida de lo posible el riesgo de transmision de los agentes
patégenos transmitidos por la sangre), sin embargo, no se excluyen todos los riesgos de contaminacién con agentes
patégenos. Ademas, la aparicién de una nueva variante de la enfermedad de Creutzfeldt-Jakob dio lugar a temores
de transmisién de agentes patégenos no convencionales por hemoderivados. Ademas, el volumen de plasma
recogido de los donantes sigue estando limitado.

Por tanto, desde los afos 80 se aislé el ADN que codificaba el factor VIl humano (Hagen et al. Proc. Natl. Acad. Sci.,
1986, 83(8):2412-6) y se expreso en diversos sistemas de expresion.

Se han descrito adicionalmente diversos procesos para la purificacion del factor VII recombinante (véase, por
ejemplo, el documento W0O2009/141418). Actualmente, los polipéptidos del factor VII recombinante normalmente se
purifican por uno o dos procesos diferentes de multiples etapas, ya sea empleando exclusivamente cromatografia en
resinas convencionales, o incluyendo cromatografia de afinidad empleando una resina de afinidad con ligandos de
proteina.

El factor VII recombinante se puede producir a partir de lotes de fermentacion, o de mamiferos transgénicos. En
particular, las composiciones de FVII producidas en las glandulas mamarias de conejo hembra se describen, por
ejemplo, en la solicitud de patente W0O2007/138199. Entonces, el FVII producido en la leche por mamiferos
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transgénicos se puede purificar de la leche, por ejemplo, por filtracién tangencial y cromatografia, o por precipitacion
con calcio, seguido por varias etapas de cromatografia.

Sin embargo, los métodos de purificacion disponibles no carecen de inconvenientes. Todavia podrian estar
presentes especialmente proteinas nativas del mamifero transgénico, y en particular factor VIl nativo del mamifero
transgénico, que provocarian inmunogenicidad tras la administracion a un paciente humano.

SUMARIO DE LA INVENCION

Es un objeto de la invenciéon un método de purificacion de factor VII transgénico (TgFVIl) y/o factor VII transgénico
activado (TgFVlla) producido en la leche de animal no humano transgénico, que comprende:

(a) una etapa de cromatografia de afinidad que comprende las etapas de:

i. poner en contacto la leche que contiene TgFVIlI humano y/o TgFVIla humano con un ligando que
es especifico para TgFVIl humano y/o TgFVlla humano, en condiciones que permiten que TgFVII
humano y/o TgFVlla humano se una al ligando, y

ii. recuperar TgFVIl humano y/o TgFVlla humano alterando de una forma no destructiva la
interaccion con dicho ligando, en la que dicho ligando es una proteina de unién al antigeno dirigida
a al menos un TgFVIl humano o epitope de TgFVila humano, o un fragmento funcional o su
derivado y posee una afinidad superior a 1 uM hacia TgFVIlI humano o TgFVlla humano,

(b) purificacion cromatografica de TgFVII humano y/o TgFVlla humano eluido en un intercambiador iénico,
en condiciones en las que TgFVIl humano y/o TgFVlla humano son retenidos sobre el intercambiador
i6nico,

(c) separacion cromatografica de TgFVII humano y/o TgFVIla humano eluido en resina de pseudo-afinidad,
en condiciones en las que TgFVII humano y/o TgFVIla humano son retenidos sobre la resina de pseudo-
afinidad,

(d) separacion cromatografica de TgFVII humano y/o TgFVlla humano eluido en un soporte de exclusion de
tamano.

En una realizacion de la invencién, el ligando es una proteina de union al antigeno dirigida a al menos un epitope de
TgFVIl y/o TgFVlla, o un fragmento funcional o su derivado. Preferentemente, el ligando comprende dos cadenas de
polipéptidos pesadas que forman dos sitios de unién al antigeno completos y carecen de cadenas de polipéptidos
ligeras, y deriva de cadenas de inmunoglobulina pesadas de Camelidae.

En una realizacion, el método de la invencion es tal que la etapa (ii) comprende al menos una etapa de lavado para
retirar el material no unido antes de eluir TgFVIl o TgFVlla del ligando, y ademas comprende opcionalmente una
segunda etapa de lavado para retirar contaminantes unidos sobre la resina y que tienen una afinidad mas débil que
TgFVIl o TgFVila

En una realizacién de la invencién, el material biol6gico fuente usado para purificar TgFVIl o TgFVlla se obtiene de
un animal transgénico que produce TgFVIl y/o TgFVlla. Preferentemente, el animal es un mamifero hembra, y
preferentemente un conejo hembra, y el material biolégico fuente es leche.

En una realizacién, el método de la invencion comprende ademas las etapas preliminares, antes de la etapa (a), de
recoger y clarificar la leche. Preferentemente, la etapa de clarificacion de la leche se realiza por adicién de sal de
citrato, seguido por filtracién.

En una realizacién, el método de la invencién comprende una etapa b) de purificacion cromatografica de TgFVII y/o
TgFVlla eluidos sobre un intercambiador anidnico, en condiciones en las que TgFVIl y/o TgFVlla son retenidos sobre
el intercambiador anidnico. Esta etapa se dedica preferentemente a la activacién de TgFVIl y al pulido de TgFVII y/o
TgFVlla.

En una realizacién, el método de la invencién comprende una etapa c¢) de separacion cromatografica de TgFVIl y/o
TgFVlla eluidos sobre resina de hidroxiapatita, en condiciones en las que TgFVIl y/o TgFVlla son retenidos sobre la
resina de hidroxiapatita. Esta etapa se dedica preferentemente al pulido de TgFVIl y/o TgFVlla y al control de la
degradacion de TgFVIl y/o TgFVila.

En una realizacién, el método de la invencion comprende una etapa d) de separacion cromatografica de TgFVII y/o
TgFVlla eluidos sobre un soporte de exclusion por tamafo. Esta etapa se dedica preferentemente al pulido y
formulacion de TgFVIl y/o TgFVlla.

En una realizacion, el método de la invenciéon comprende ademas al menos una etapa de eliminar y/o inactivar virus,
preferentemente por nanofiltracion y/o por tratamiento con disolvente/detergente.
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En una realizacion, el método de la invencion comprende ademas las etapas finales de formular, esterilizar y liofilizar
TgFVIl y/o TgFVlla purificados.

En una realizacion, durante la etapa de cromatografia de afinidad, el método de la invenciéon comprende ademas las
etapas de:

(i) cargar una resina cromatografica sobre la que se inmoviliza un ligando como se ha definido anteriormente,
con leche de un conejo hembra transgénico que contiene TgFVII y/o TgFVlla recombinantemente producidos,
en condiciones que permiten que el ligando se una a TgFVIl y/o TgFVlla;

(ii1) lavar el material no unido;
(ii2) lavar los contaminantes que tienen una afinidad con el ligando mas débil que TgFVIl y/o TgFVlla;y
(ii3) eluir TgFVIl y/o FVlla de la resina.

En una realizacién, durante la etapa de cromatografia de afinidad del método de la invencién, dicha segunda etapa
de lavado para eliminar material unido débil se realiza con un tampoén que comprende desde 10 % hasta 50 % de un
agente hidréfobo, y cuya fuerza iénica varia desde 200 hasta 600 mM.

En una realizacién, durante la etapa de cromatografia de afinidad del método de la invencién, dicha etapa de elucion
para eluir TgFVIl y/o TgFVIlla de la resina se realiza con un tampdn que comprende desde 20 % hasta 70 % de un
agente hidréfobo, y cuya fuerza idnica varia desde 500 hasta 2500 mM.

Las caracteristicas y ventajas adicionales de la invencion surgiran de la siguiente descripcién de realizaciones de la
invencion, dadas como ejemplos no limitantes, con referencia a los dibujos adjuntos enumerados a continuacion.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 muestra una representacién esquematica de las formas de IgG1, IgG2 e IgG3 de inmunoglobulinas
de Camelidae que tienen cadenas de polipéptidos pesadas y que carecen de cadenas ligeras.

La Figura 2 muestra la representacion esquematica de la eliminacion de RMP durante el proceso de la
invencion. El nivel de RMP se indica en ppm en funcién de la etapa del proceso.

La Figura 3 muestra la representacion esquematica de la eliminacion de ADN durante el proceso de la
invencion. El nivel de ADN se indica en ppb en funcién de la etapa del proceso.

La Figura 4 muestra la activacion de TgFVIl mediante el proceso de purificacion. Los carriles 1-9 se
corresponden respectivamente a: carriles 1 y 9: Peso molecular, carril 2: leche clarificada, carril 3: eluato
seleccionado de FVII (después de la cromatografia de afinidad sobre el ligando de la invencién), carril 4:
producto intermedio 1 (después de ultrafiltracion y diafiltracion), carril 5: nanofiltrado, carril 6: eluato de QSXL,
carril 7: eluato de CHT-I, carril 8: conjunto de SEC.

La Figura 5 muestra un histograma de la carga viral en muestras después de la etapa de prefiltracion y de
tratamiento con disolvente/detergente (muestra denominada Carga inicial) y después de la elucién en
cromatografia en Affinity FVII Select (muestra denominada Eluato A).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Factor VII o factor Vlla transgénico

El método de purificaciéon de la invencién se basa en particular en el uso de un ligando que muestra una afinidad
especifica por el factor VIl transgénico (TgFVII) y/o el factor VIl transgénico activado (TgFVIla).

Se conocen las secuencias de aminoacidos del factor VIl y factor Vlla transgénicos para su uso en la presente
invencion. La secuencia de aminoacidos del factor VIl transgénico es en particular idéntica a la secuencia de
aminoacidos del factor VIl humano, tal como se desvela en la patente de EE.UU. N® 4.784.950.

Material bioldgico fuente

El método de la invencidon es especialmente Util para purificar FVII y/o FVlla transgénicos obtenidos de diversas
fuentes bioldgicas, que se denominan en el presente documento "material biol6gico fuente".

En una realizacion de la invencién, el material biolégico fuente contiene FVII y/o FVlla transgénicos y se obtiene a
partir del fraccionamiento de un liquido corporal de un animal transgénico que ha sido modificado (o es la progenie
de un animal que ha sido modificado) para producir FVII y/o FVlla transgénicos. El animal transgénico es
preferentemente un mamifero, por ejemplo una vaca, conejo, cabra, oveja, etc. Preferentemente, el material
biolégico fuente que contiene TgFVIl y/o TgFVlla es una muestra de leche de mamifero, es decir, una muestra de
leche de mamifero transgénico que produce FVII y/o FVlla transgénicos en su leche.
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Los métodos de produccion de la proteina FVII transgénica en la leche de un animal transgénico pueden incluir las
siguientes etapas: se transfiere a un embrion de un mamifero no humano una molécula de ADN sintética que
contiene un gen que codifica el FVII transgénico (cuya secuencia de aminoacidos corresponde a la de FVII humano),
gen que esta controlado por un promotor de una proteina que es naturalmente secretada en la leche. El embrién se
introduce entonces en un mamifero hembra de la misma especie, que entonces pare un animal transgénico. Una vez
se ha desarrollado suficientemente el sujeto, se induce la lactancia del mamifero y se recoge la leche. La leche
contiene entonces la proteina recombinante deseada. Un ejemplo de un proceso para la preparacién de FVII
transgénico (TgFVII) en la leche de un mamifero hembra distinto de un ser humano se proporciona en el documento
EP 0 527 063. En dicha realizacién especifica, se construye un plasmido que contiene un promotor de WAP
mediante la introduccién de una secuencia que contiene el promotor para el gen WAP, y este plasmido se crea de tal
forma que pueda recibir un gen extrafio que se vuelve dependiente del promotor WAP. Se incorpora el gen que
codifica el FVII transgénico y se convierte en dependiente del promotor WAP. Se usan el plasmido que contiene el
promotor y el gen que codifica la proteina FVII transgénica para obtener animales transgénicos, tales como conejos,
mediante microinyeccion en el pronicleo masculino de embriones de conejo. Los embriones se transfieren entonces
al oviducto de hembras hormonalmente preparadas.

Métodos de purificacion

La invencion proporciona métodos de purificaciéon de FVII y/o FVlla transgénicos. Tales métodos implican en
particular poner en contacto un material biolégico fuente que contiene TgFVIl y/o TgFVlla con un ligando que es
altamente especifico para TgFVIl y TgFVlla.

La produccion de FVII o FVlla transgénicos (TgFVlla) en la leche de conejos transgénicos resulta en la presencia de
numerosas impurezas que se tienen que eliminar. El proceso de la presente invencion se disefia especialmente para
purificar FVIl o FVlla transgénico (TgFVlla) de la leche de conejos transgénicos, mientras se eliminan las moléculas
contaminantes acompafantes, las denominadas impurezas relacionadas con el hospedador (HRI), que incluyen
proteinas de leche de conejo (RMP), pero también ADN de conejo y otras moléculas que podrian contaminar la
leche de conejo como las proteinas del suero de conejo. Las proteinas residuales del suero (por ejemplo, albumina,
FVII de conejo, inmunoglobulinas y transferrina) se pueden introducir en el material de fuente de leche debido a la
fuga pasiva de la corriente sanguinea en la leche.

La leche, de hecho, corresponde a una suspensién coloidal no estéril de proteinas solubles del suero de la leche,
micelas insolubles de caseina y glébulos de grasa de la leche. TgFVIIl, que se sintetiza y secreta por las células
epiteliales mamarias, se encuentra en la fraccion soluble del suero de la leche. Las posibles RMP contaminantes
incluyen, pero no se limitan a: caseinas; lactoalbimina, lactoglobulina y lactoferrina. Se mostré que cinco familias de
proteinas: transferrina, caseinas, albumina, proteina &cidas del suero de la leche e inmunoglobulina (lg)
representaban aproximadamente 90 % de las proteinas totales de la leche de conejo.

Ademas, en una realizacion de la presente invencién, el proceso de purificacion de la invencidén también se disena
para activar el zimégeno TgFVIl expresado en la leche, en TgFVlla. Desafortunadamente, una vez activado, TgFVlla
se vuelve sensible a la escisién suplementaria. La escision de TgFVIl y/o TgFVlla conducira a TgFVIl con regiones
ricas en Gla parcial o totalmente ausentes o conducira a la escision de la cadena ligera (LC) o pesada (HC) que
podria limitar la potencia de la molécula. Por tanto, son posibles la degradacién de TgFVlla durante el proceso en
productos escindidos no activos o la oxidacion de TgFVII durante el proceso y se tienen que eliminar para garantizar
la idoneidad terapéutica de FVILI.

Clarificacion

Se podria realizar opcionalmente la clarificacién de la leche como tratamiento temprano de la leche mediante
procedimientos como se describen en las solicitudes de patente W0O2007/138198 o W02008/099077, pero no existe
limitacion al tratamiento de la leche antes de aplicar la presente invencion. Opcionalmente, la clarificacién también se
podria evitar, por ejemplo, si la primera etapa del proceso se realiza por una captura por afinidad en lecho fluidizado.
Opcionalmente, también se podria realizar una decantacién de grasa o separacion de nata por cualquier tecnologia
disponible en la industria de la leche antes de la purificacién. En una realizacién de la invencion, preferentemente, la
leche se mezcla con un tampoén citrato para obtener rapidamente una fase de leche de tipo de plasma estabilizado,
luego se obtiene la separacién de la grasa por separacion en fase liquida tal como centrifugacion o decantacion,
seguido por filtracion profunda. En una realizaciéon de la invencién, preferentemente se realiza filtracion profunda,
ventajosamente para preparar moléculas activas biologicas de TgFVII y/o TgFVlla por combinacién de estrés de bajo
cizallamiento, tecnologia no oxidativa y la rapida disminucion de la carga biolégica y retencién de tamano de
impurezas relacionadas que proceden de la recogida de la leche. En dicha realizacion, el tamafo de poro relativo del
filtro profundo oscila desde 30 hasta 0,1 um vy la filtracion profunda se implementa preferentemente por una filtracion
secuencial de 25 a 0,5 um, seguida por filtracién de 0,5 um a 0,1 um. Los filtros profundos basados en celulosa se
adaptan bien a esta etapa con o sin adyuvante granular u otros compuestos de adyuvante de filtro. En una
realizacién de la invencion, la concentracién de sales de citrato y la temperatura del proceso oscilan desde 0,15 M
hasta sal saturada de citrato y desde 15 °C hasta 30 °C, y preferentemente desde 0,2 M hasta sal citrato 0,5 M y
desde 22 °C hasta 27 °C. Estas combinaciones de sales de citrato y temperatura son necesarias para mantener las
poblaciones de tamafo de las proteinas de la leche por debajo del orden de micrémetros y para obtener una clara
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disolucién de fase de tipo plasma. Por "clara" se indica que la leche clarificada en el proceso de la invencion muestra
una turbidez controlada inferior a 500 NTU (unidad de turbidez normalizada) o una lectura de densidad Optica en el
espectrofotometro a A400 nanémetros inferior a 1000 UA (unidad relativa de absorbancia).

En estas condiciones, se puede realizar ventajosamente la filtracion en membrana con 0,2 um de tamafio de poro
para reducir la carga bioldgica en la fuente bioldgica de proteinas.

La disolucion de carga bioldégica reducida y estabilizada resultante se podria almacenar opcionalmente a
temperatura baja inferior a -20 °C durante varios meses.

Cromatografia de afinidad sobre un ligando especifico
El ligando

El método de la invencion para purificar TgFVII/TgFVlla de un material biolégico fuente comprende al menos una
etapa de separacién por cromatografia de afinidad en un ligando que es especifico para FVII/FVlla transgénico.

En una realizacion de la invencién, dicho ligando de afinidad es una proteina de unién al antigeno aislada que
comprende dos cadenas de polipéptidos pesadas que forman un sitio de union al antigeno completo o varios sitios
de union al antigeno, que carecen ademas de cadenas de polipéptidos ligeras. La proteina de unién al antigeno
usada en el método de la invencidn esta asi normalmente compuesta de un dimero de cadenas pesadas y carece de
cadenas ligeras. Las dos cadenas de polipéptidos pesadas son suficientes para formar uno o mas sitios de unién al
antigeno completos. Por "un sitio de union al antigeno completo” se indica segun la invencién un sitio que solo
permitird el reconocimiento y la unién completa de un antigeno, que se puede verificar por cualquier método
conocido con respecto a la prueba de la afinidad de union.

Las cadenas pesadas de la proteina de union al antigeno usadas en el método de la invencion no tienen
caracteristicas especiales para interaccionar con las cadenas ligeras correspondientes (que estan ausentes), y asi
son muy diferentes de las cadenas pesadas comunes de las inmunoglobulinas. A pesar de su estructura particular,
dichas proteinas de unién al antigeno son, sin embargo, capaces de mostrar propiedades funcionales que son al
menos equivalentes y preferentemente mejoradas cuando se compararon con inmunoglobulinas modelo estandar de
cuatro cadenas. Las cadenas pesadas que forman dicha proteina de union al antigeno parecen asi ser
intrinsecamente mas adecuadas para la secrecion por células procariotas y eucariotas inferiores.

En una realizacién particular, las proteinas de unién al antigeno usadas como ligandos de afinidad en el método de
la invencion se caracterizan porque sus cadenas de polipéptidos pesadas contienen una region variable (VH) y una
region constante (CH), pero carecen del primer dominio de su regién constante, denominado CH1. Estas proteinas
de union al antigeno que no tienen dominio CH1 son asi tal que la regién variable de sus cadenas se une
directamente a la region bisagra en la parte del extremo C de la region variable. El documento WO 94/25591 desvela
métodos para la preparacion de dichos anticuerpos de cadenas pesadas, o sus fragmentos, a una gran escala que
comprende transformar un moho o levadura con una secuencia de ADN expresable que codifica dicho anticuerpo o
fragmento. En una realizacion de la invencion, dicha proteina de unién al antigeno también se puede obtener como
se describe en el documento WO 94/04678.

El dominio variable de una inmunoglobulina de la cadena pesada, como se usa en el método de la invencién, no
tiene sitios de interaccién normales con el dominio VL o CH1, que no existen en las inmunoglobulinas de la cadena
pesada. Dichas inmunoglobulinas también se designan comidnmente "VHH" en la bibliografia.

En una realizacién, las proteinas de union al antigeno usadas como ligandos en el método de la invencién se
caracterizan porque sus regiones variables contienen en la posicion 45 un aminodcido que es diferente de los restos
de leucina, prolina o glutamina.

En una realizacién particular, las proteinas de unién al antigeno usadas como ligandos de afinidad en el método de
la invencion se caracterizan porque su regién variable comprende regiones estructurales (FW) y regiones
determinantes de la complementariedad (CDR), especialmente 4 regiones estructurales y 3 regiones de
complementariedad. Asi se distinguen de las inmunoglobulinas estandar de cuatro cadenas, especialmente por el
hecho de que esta region variable puede ella misma contener un sitio de unién al antigeno o varios, y no requiere la
contribucion de la region variable de una cadena ligera.

Las secuencias de aminoacidos de las regiones estructurales 1 y 4 comprenden, entre otros, respectivamente,
secuencias de aminoacidos que se pueden seleccionar de las siguientes:

Para el dominio de la regién estructural 1:
GGSVQTGGSLRLSCEISGLTFD (SEQ ID NO: 1)
GGSVQTGGSLRLSCAVSGFSFS (SEQ ID NO: 2)

GGSEQGGGSLRLSCAISGYTYG (SEQ ID NO: 3)
6



10

15

20

25

30

para

para

ES 2703 541 T3

GGSVQPGGSLTLSCTVSGATYS (SEQ ID NO: 4)
GGSVQAGGSLRLSCTGSGFPYS (SEQ ID NO: 5)
GGSVQAGGSLRLSCVAGFGTS (SEQ ID NO: 6)
GGSVQAGGSLRLSCVSFSPSS (SEQ ID NO: 7);

el dominio de la regién estructural 4:
WGQGTQVTVSS (SEQ ID NO: 8)

WGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 9)

WGQGAQVTVSS (SEQ ID NO: 10)

WGQGTQVTASS (SEQ ID NO: 11)

RGQGTQVTVSL (SEQ ID NO: 12) y/o,

el dominio CDR3

ALQPGGYCGYGX---------- CL (SEQ ID NO: 13)
VSLMDRISQH------------ GC (SEQ ID NO: 14)
VPAHLGPGAILDLKKY------ KY (SEQ ID NO: 15)
FCYSTAGDGGSGE--------- MY (SEQ ID NO: 16)
ELSGGSCELPLLF--------- DY (SEQID NO: 17)
DWKYWTCGAQTGGYF------- GQ (SEQ ID NO: 18)
RLTEMGACDARWATLATRTFAYNY (SEQ ID NO: 19)
QKKDRTRWAEPREW-------- NN (SEQ ID NO: 20)
GSRFSSPVGSTSRLES-SDY-NY (SEQ ID NO: 21)
ADPSIYYSILXIEY-------- KY (SEQ ID NO: 22)
DSPCYMPTMPAPPIRDSFGW-DD (SEQ ID NO: 23)
TSSFYWYCTTAPY--------- NV (SEQ ID NO: 24)
TEIEWYGCNLRTTF TR (SEQ ID NO: 25)
NQLAGGWYLDPNYWLSVGAY-AI (SEQ ID NO: 26)
RLTEMGACDARWATLATRTFAYNY (SEQ ID NO: 27)
DGWTRKEGGIGLPWSVQCEDGYNY (SEQ ID NO: 28)
DSYPCHLL---nmeemmenev DV (SEQ ID NO: 29)
VEYPIADMCS------------ RY (SEQ ID NO: 30)

En una realizacion, la region constante de la proteina de unién al antigeno comprende los dominios CH2 y CH3 que
comprenden una secuencia de aminoacidos seleccionada del siguiente grupo de secuencias:

para el dominio CH2:
APELLGGPTVFIFPPKPKDVLSITLTP (SEQ ID NO: 31)
APELPGGPSVFVFPTKPKDVLSISGRP (SEQ ID NO: 32)
APELPGGPSVFVFPPKPKDVLSISGRP (SEQ ID NO: 33)
APELLGGPSVFIFPPKPKDVLSISGRP (SEQ ID NO: 34)

para el dominio CH3:
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GQTREPQVYTLA (SEQ ID NO: 35)
GQTREPQVYTLAPXRLEL (SEQ ID NO: 36)
GQPREPQVYTLPPSRDEL (SEQ ID NO: 37)
GQPREPQVYTLPPSREEM (SEQ ID NO: 38)
GQPREPQVYTLPPSQEEM (SEQ ID NO: 39)

Preferentemente, las proteinas de unidn al antigeno se caracterizan por que su regién bisagra comprende desde 0
hasta 50 aminoacidos. Las regiones particulares de las regiones bisagra de estas proteinas son las siguientes
secuencias:

GTNEVCKCPKCP (SEQ ID NO: 40) o,
EPKIPQPQPKPQPQPQPQPKPQPKPEPECTCPKCP (SEQ ID NO: 41)

La region bisagra corta corresponde a una molécula de IgG3 y la secuencia de la bisagra larga corresponde a una
molécula de 1gG2.

En una realizacion particular, las proteinas de unién al antigeno usadas como ligando en el método de la invencién
se pueden aislar de animales, mas especificamente de Camelidae, y preferentemente de la sangre de Camelidae.
En una realizacion adicional, las proteinas de unién al antigeno derivan de inmunoglobulinas de Camelidae, y mas
especificamente de inmunoglobulinas de camélidos del viejo mundo (Camelus bactrianus y Camelus dromedarius) o
camélidos del nuevo mundo (Lama pacos, Lama glama y Lama vicugna). Dependiendo del animal del que se
originan, el peso molecular de las proteinas de unién al antigeno puede ser desde aproximadamente 43 kDa hasta
aproximadamente 47 kDa, en particular 45 kDa.

En una realizacién, estas proteinas de union al antigeno se pueden modificar y especialmente humanizar, mediante
la sustitucion de toda o parte de su regidén constante por toda o parte de una regién constante de un anticuerpo
humano. Por ejemplo, los dominios CH2 y/o CH3 de dichas proteinas de unién al antigeno se podrian sustituir por
los dominios CH2 y/o CH3 de la inmunoglobulina humana IgG y3. En dichas proteinas de union al antigeno
humanizadas, una parte de las secuencias variables, y en particular uno o mas de los restos de la regién estructural
que no intervienen en el sitio de union, también se han sustituido por restos de anticuerpo humano de la region
estructural. Dichas proteinas de unién al antigeno pueden comprender inmunoglobulinas de tipo G y especialmente
inmunoglobulinas que se definen como inmunoglobulinas de clase 2 (IgG2) o inmunoglobulinas de clase 3 (IgG3).

Las ventajas de la proteina de unién al antigeno anteriormente descrita se basan en el hecho de la ausencia de un
dominio variable de la cadena ligera significa que no se presenta la dimensién adicional de variabilidad en el
repertorio de anticuerpos resultante de la posibilidad de emparejar diferentes combinaciones de dominios variables,
de manera que es posible preparar proteinas de unién al antigeno dirigidas a un antigeno especifico (aqui FVII/FVlla
transgénicos) en evitar la generacién de grandes nuameros de proteinas de union al antigeno irrelevantes. Una
segunda ventaja es que se ha mostrado que los dominios VHH son significativamente mas estables que los
anticuerpos tradicionales, de manera que se espera que las separaciones cromatograficas basadas en dichas
proteinas de unién al antigeno sean significativamente mas robustas. Ademas, la ausencia de dependencia de la
interaccion con un dominio variable de la cadena ligera para mantener la integridad estructural y funcional da a estos
dominios VHH una ventaja sustancial con respecto a otros fragmentos de anticuerpos pequefios, en términos de
facilidad de produccién y comportamiento en disolucién. En particular, los fragmentos VHH son moléculas
especialmente aptas para purificacion por inmunoafinidad, debido a su estabilidad poco usual y su capacidad para
replegarse eficientemente después de la desnaturalizacion completa, que frecuentemente ocurre durante la elucion
del antigeno.

Cuando el ligando de afinidad usado en el método de la invencion es una proteina de unién al antigeno como se ha
definido anteriormente, se puede dirigir contra cualquier epitope de FVII/FVIla transgénico, a condicién de que dicho
epitope sea especifico para FVII/FVIla transgénico. Dichos epitopes comprenden cualquier estructura compuesta de
aminoacidos, polipéptidos, hidratos de carbono, o su mezcla.

Por la expresion "ligando que es especifico para FVII/FVlla transgénico" se indica que el ligando usado para la etapa
de cromatografia de afinidad de la invencion no se une sustancialmente a, o restringe sustancialmente la unién de
cualquier otra proteina, que incluye FVII o FVlla de otras especies, tales como FVII o FVlla de conejo o cabra. El
ligando usado en la invencion posee preferentemente una afinidad superior a 1 uM hacia el factor VIl o factor Vlla
transgénico, y puede ventajosamente tener una afinidad de al menos 100 nM y mas preferentemente de desde 1
hasta 10 nM para FVII o FVlla transgénico. En una realizacién particular, el ligando usado en la invencién se une a
FVII o FVlla transgénico con mas de un logaritmo de diferencia cuando se compara con FVII o FVlla de conejo. Por
la expresion "restringe sustancialmente la uniéon de proteinas” se indica que el ligando usado en la invencion permite
al menos 4 logaritmos o0 99,99 % de retirada de impurezas relacionadas con el hospedador (HRI) contenidas en la
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disolucion inicial cargada sobre el soporte cromatografico, y al menos 3 logaritmos 0 99,9 % de retirada de proteinas
FVII o FVlla end6genamente producidas por el mamifero transgénico usado para expresar FVII transgénico.

En una realizacion, la masa de factor VIl o factor Vlla endégeno en la fraccién eluida del soporte de afinidad se
reduce 100 veces, preferentemente 1000 veces, o lo mas preferentemente 10000 veces o mas con respecto a la
masa de estas proteinas dentro de la disolucién inicial cargada sobre la columna. En comparacién, la masa relativa
del factor VII o factor Vlla transgénico cargado sobre el ligando especifico de FVII y recuperado en la fraccién de
elucion es al menos 30 %, preferentemente al menos 50 % o0 mas de la masa de estas proteinas dentro de la
disolucion inicialmente cargada.

En una realizacion particular, la proteina de uniéon al antigeno de la invencion (ligando) tiene las siguientes
constantes cinéticas: Ka= 2,58x10% M y Kd= 9,88x10° M.

También se puede usar cualquier fragmento funcional o derivado funcional de las proteinas de unién al antigeno
anteriormente descritas como ligando para la unién, especificamente factor VIl transgénico y/o factor VIl transgénico
activado (FVIla) en el método de la invencion.

Un "fragmento funcional" de las proteinas de unién al antigeno anteriormente descritas es un fragmento que muestra
una fuerte afinidad por el factor VII o factor Vlla humano, y preferentemente sustancialmente la misma afinidad con
respecto a FVIl o FVlla humano que la proteina de uniéon al antigeno de la que se origina, o al menos
aproximadamente 50 %, todavia preferentemente al menos aproximadamente 60, 70, 80 o 90 % de la afinidad
mostrada por la proteina de unién al antigeno de la que se origina.

Los fragmentos englobados para uso como ligando en el método de la invencion comprenden una cadena de
polipéptidos pesada de una proteina de uniéon al antigeno que carece de cadenas ligeras, fragmentos obtenidos por
digestion enzimatica de las proteinas de union al antigeno anteriormente descritas, especialmente las obtenidas por
digestion parcial con papaina que conduce al fragmento Fc (fragmento constante) y que conduce al fragmento FVHh
(que contiene los sitios de unién al antigeno de las cadenas pesadas) o su dimero F(VHh)2, o un fragmento obtenido
por digestion adicional con papaina del fragmento Fc, que conduce al pFc correspondiente a la parte del extremo C
del fragmento Fc, fragmentos homologos obtenidos con otras enzimas proteoliticas, fragmentos de al menos 10,
preferentemente 20 aminoacidos de la region variable de la proteina de union al antigeno, o la region variable
completa, especialmente un fragmento correspondiente a los dominios aislados VH o a los dimeros de VH unidos a
la bisagra, y los fragmentos correspondientes a al menos 10, preferentemente 20 aminoacidos de la regién
constante o a la regidon constante completa de la proteina de unién al antigeno.

"Derivado funcional” significa un polipéptido que se diferencia de la proteina de unién al antigeno usada como
ligando en el método de la invencidn por una o varias sustituciones, deleciones o adiciones de aminoacidos, hasta el
punto de que el derivado muestre afinidad de unién y especificidad con respecto a FVIlI o FVlla transgénico. El
"derivado funcional" muestra sustancialmente preferentemente la misma afinidad que las proteinas de unién al
antigeno anteriormente descritas o al menos aproximadamente 90 %, todavia preferentemente al menos
aproximadamente 50, 60, 70 u 80 % de la afinidad mostrada por dicha proteina de unién al antigeno con respecto a
FVlla transgénico. Dicho derivado funcional incluye homélogos que muestran un alto porcentaje de identidad con las
proteinas de unién al antigeno anteriormente descritas, con las que son al menos 80 %, 85 % 90 %, 95 % 0 99 %
idénticas, y preferentemente se diferencian de las proteinas de union al antigeno anteriormente descritas por una o
varias sustituciones conservativas.

En una realizacion de la invencion, la proteina de union al antigeno se inmoviliza sobre una fase sélida. La
inmovilizacion se puede lograr por adsorcion o por reticulacién quimica.

Comunmente, la unién de proteinas a superficies sdlidas, tales como medios de cromatografia, se ha provocado
exponiendo la superficie de una fase soélida a una disolucion de la proteina de forma que la proteina se adsorba
sobre la superficie sélida mediante mecanismos de unién no especifica. Los procedimientos de inmovilizacion de
proteinas sobre medios de cromatografia estan bien establecidos en la bibliografia, véase, por ejemplo, en Boschetti
E., Egly J.M., Monsigny M., 1983, Practical Guide for use in Affinity chromatography and related techniques, 22
edicion, IBF Villeneuve-la-garenne, Francia, paginas 1-157. Si la superficie solida se proporciona por un material
hidréfobo tal como, por ejemplo, poliestireno, entonces la unién se provoca generalmente por la adsorcion de
regiones hidrofobas de la proteina sobre la superficie hidréfoba.

Estan disponibles alternativas o mejoras al método de adsorcién de proteinas en la preparacién de superficies de
proteinas inmovilizadas.

Un enfoque alternativo es usar reticulacion quimica de restos en la proteina para la uniéon covalente a una superficie
solida activada usando quimicas de acoplamiento convencionales, por ejemplo, como se describe en Boschetti E.,
Egly J.M., Monsigny M., 1983, Practical Guide for use in Affinity chromatography and related techniques, 22 edicion,
IBF Villeneuve-la-garenne, Francia, paginas 1-157. Los restos de aminodacidos que incorporan grupos sulfhidrilo,
tales como cisteina, se pueden unir covalentemente usando un reactivo biespecifico tal como, por ejemplo,
succinimidil-maleimidofenilbutirato (SMPB).
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Alternativamente, se pueden acoplar grupos lisina localizados en la superficie del ligando a grupos carboxilo
activados en la superficie solida por acoplamiento de carbodiimida convencional usando 1-etil-3-[3-
dimetilaminopropil]carbodiimida (EDC) y N-hidroxisuccinimida (NHS). También se puede unir el ligando usando una
extensién en forma de una cola de péptido, inmovilizada a la fase sélida por adsorcién no covalente o usando
agentes de reticulacion quimica convencional.

Segun una realizacion de la invencion, la proteina de unién al antigeno de la invencién se une a una fase sélida por
reticulacion covalente usando quimicas de acoplamiento convencionales. La fase sélida puede comprender
naturalmente restos reticulables adecuados para la unién covalente o se puede recubrir o derivatizar para introducir
grupos reticulables adecuados segin métodos muy conocidos en la técnica.

La fase sélida sobre la que tiene lugar la inmovilizacién se puede proporcionar mediante una variedad de materiales
y puede ser adecuadamente cualquier material de soporte de fase sélida convencionalmente usado en inmovilizar
proteinas. El método de la invencién es aplicable con cualquier material en fase solida que sea susceptible a la
inmovilizacion de proteinas o fragmentos de proteinas, tanto directamente como después del pretratamiento. Los
materiales de soporte pueden estar en particulas (por ejemplo, perlas o granulos, generalmente usados en columnas
de extraccién) o en forma de hoja (por ejemplo, membranas o filtros, portaobjetos de vidrio o plastico, placas de
ensayo de microtitulacion, tira reactiva, dispositivos de llenado capilar u otros) que pueden ser fibras o tubos planos,
plegados o huecos. Las siguientes matrices se facilitan como ejemplos y no son exhaustivas, dichos ejemplos
podrian incluir silice (silice amorfa porosa), por ejemplo, la serie FLASH de cartuchos que contienen silice irregular
de 60A (32-63 pm o 35-70 um) suministrada por Biotage (una divisién de Dyax Corp.), soportes de agarosa o
poliacrilamida, por ejemplo, la gama de Sepharose de productos suministrados por Amersham Pharmacia Biotech, o
los soportes Affi-Gel suministrados por Bio-Rad. Ademas, hay polimeros macroporosos, tales como los soportes Affi-
Prep estables a la presion como se suministran por Bio-Rad. Otros soportes que se podrian utilizar incluyen
dextrano, colageno, poliestireno, metacrilato, alginato de calcio, vidrio de poro controlado, aluminio, titanio y
ceramica porosa. En una realizacion preferida se usan resinas como fase sélida, que incluyen resinas comerciales
tales como Sephadex®, Sepharose®, Fractogel®, CIMGEL® Toyopearl®, HEMA®, Capto MP®, ademas de agarosa
reticulada y poliestireno o poliacrilato macroporoso. La fase sélida también puede ser de naturaleza principalmente
inorganica, tal como vidrio macroporoso o minerales de arcilla, 0 combinaciones de resinas y extractos inorganicos,
tales como Ceramic HyperD® o gel de silice.

Etapa de carga

El material biologico fuente que contiene FVII/FVlla transgénico se pretrata opcionalmente (por ejemplo, por etapas
de clarificacién o de filtracién) antes de la carga sobre el soporte de afinidad que comprende el ligando anteriormente
descrito.

El material biol6gico fuente se ajusta preferentemente antes de la carga sobre el soporte de afinidad que comprende
el ligando. En una realizaciéon de la invencién, el pH del tampo6n de carga se ajusta desde aproximadamente 6,0
hasta 8,0. Para el fin de esta etapa cromatografica de la invencién, un tampdn de carga adecuado normalmente
corresponde a una disolucion acuosa que comprende un agente de tamponamiento, normalmente fosfato, citrato o
Tris. Sin embargo, también se podrian usar todos los tampones carboxilicos o de ién bipolar con un pK préximo a la
neutralidad. Se podrian anadir iones divalentes, tales como calcio, magnesio, cinc, etc., al tamp6n de carga en el
intervalo de desde 0 hasta 50 mM (concentracién final).

La etapa de carga se realiza normalmente a una velocidad de flujo de 10 a 72 volimenes de columna (VC) por hora,
y preferentemente a 18 a 54 VC/hora. En algunas realizaciones, la velocidad de flujo de carga oscila desde 30 hasta
48 VC/hora, y preferentemente desde 36 VC/hora. Estos intervalos especificos permiten un tiempo de contacto
suficiente de FVII/FVlla transgénico con el ligando sin excesivo tiempo para formar un complejo no disociable.

En una realizacion de la invencién, el material cargado se aclara después de la carga en la columna hasta que se
hayan eluido los aglutinantes y contaminantes no especificos.

Primera etapa de lavado - Eliminacion de material sin unir

En una realizacién de la invencién, se realiza una primera etapa de lavado tal como eluir el material sin unir
contenido en la disolucién cargada. Dicho primer lavado se realiza preferentemente con un tampén de lavado que
tiene un pH en el intervalo de desde 2 hasta 9. En algunas realizaciones, el pH del primer tampdn de lavado oscila
desde 3 hasta 10, desde 3 hasta 7, desde 5 hasta 9, desde 6,5 hasta 8,5 o desde 6,5 hasta 10,0, tras la aplicacion a
la resina de afinidad. En algunas realizaciones interesantes, el pH del primer tampén de lavado oscila desde 4,0
hasta 7,0, desde 7,0 hasta 9,0, o desde 4,5 hasta 8,5.

Durante la primera etapa de lavado, las débiles interacciones entre las proteinas contaminantes presentes en el
material fuente y los ligandos inmovilizados se pueden reducir por dicho tampoén en estos intervalos especificos de
pH. Las interacciones por repulsién electrostatica se usan de hecho ventajosamente para eluir las proteinas
débilmente unidas.
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La primera etapa del lavado normalmente se realiza a un caudal de 10 a 72 volimenes de columna (VC) por hora, y
preferentemente a 18 a 54 VC/hora. En algunas realizaciones, el caudal de lavado oscila desde 30 hasta
48 VC/hora, y es preferentemente de 36 VC/hora. En una realizacion de la invencién, el primer tampén de lavado es
una disolucién acuosa que comprende un agente de tamponamiento, normalmente fosfato, o Tris. Sin embargo,
también se podrian usar todos los tampones carboxilicos o de i6n bipolar con un pK préximo a la neutralidad.

En una realizacién, el primer tampén de lavado comprende tampdn Tris 0 a 100 mM, preferentemente 50 mM, a un
pH entre 6,5y 8,5, y lo mas preferentemente a pH 7,5.

Se debe entender que la etapa de lavado se puede extender usando uno, dos o varios tampones de lavado
diferentes, o por la aplicacion de un tampdn de lavado en gradiente.

Segunda etapa de lavado - Retirada de material unido débil

En una realizacion de la invencion, se aplica ventajosamente un segundo tampén de lavado antes de la elucion de
TgFVII/TgFVlla, para eliminar contaminantes unidos sobre la resina pero que tienen una afinidad mas débil que
TgFVIl o TgFVlla. En una realizacion, el segundo tampon de lavado contiene un compuesto de éter diol y al menos
una sal soluble.

En una realizacién de la invencion, la concentracién de iones del segundo tamp6én de lavado se aumenta con cloruro
sddico o sales caotrépicas, como magnesio. En una realizacién, la fuerza i6nica se aumenta con componentes
i6nicos tales como sal anidnica y/o catiénica monovalente o multivalente. En una realizacion, la fuerza iénica o la
concentracién iénica oscila 200 a 600 mM, o mas preferentemente desde 300 hasta 500 o 350 hasta 450 mM. En el
mismo tiempo, la hidrofobia del tampdn se aumenta con agentes hidréfobos tales como etilenglicol o propilenglicol.
En una realizacién, el porcentaje de agente hidréfobo en el segundo tampén de lavado oscila desde 10 % hasta
50 %, desde 20 % hasta 40 %, y preferentemente desde 25 % hasta 35 %.

Por "material unido débil" se indica que la segunda etapa de lavado desencadena la retirada de material que tiene
una afinidad (Kd) de al menos 100 uM, preferentemente de al menos 10 uM, por el ligando de afinidad usado en el
método de la invencion.

En una realizacién, las concentraciones iénicas e hidréfobas del segundo tamp6n de lavado se aumentan juntas
para eliminar tantos contaminantes unidos sobre la resina de afinidad como sea posible, y preferentemente todos.

El segundo tamp6n de lavado comprende preferentemente 0 a 40 % de glicol éter y desde 0 hasta 0,5 M de una sal
de sodio, en tampo6n Tris a un pH desde 6,5 hasta 8,5. En una realizacién preferida, el segundo tampoén de lavado
comprende 30 % de propilenglicol y NaCl 0,4 M, en tampon Tris a pH 7,5.

También se debe observar que la segunda etapa de lavado y la etapa de elucidon no necesitan ser etapas discretas,
pero se pueden combinar, en particular si se usa un tampén de elucién en gradiente en la etapa de elucién.

Etapa de elucion

Después de la(s) etapa(s) de lavado, TgFVII/TgFVlla unido sobre el ligando de la columna de afinidad se eluye con
un tampon de elucion, y se recoge una disolucion purificada de TgFVIl y/o TgFVIla como un eluato. La desorcion de
FVII o FVIla humano se logra preferentemente cambiando las condiciones fisicoquimicas de forma que el ligando de
unién al antigeno ya no se una un FVII o FVlla humano. La elucién se puede lograr cambiando las condiciones con
respecto al pH, sal, temperatura, o cualquier otra medida adecuada.

Por la expresion "alterar de una forma no destructiva la interaccion con dicho ligando" se indica que la integridad y
funcionalidad de TgFVIl y/o TgFVlla se preservan en el momento de eluir dichas formas transgénicas de FVII.

En una realizacion, la elucion se realiza con un tampoén que tiene un pH inferior a 3,0, pero es necesaria una rapida
neutralizacion a pH superior a 6,0 para mantener la actividad biol6gica de la molécula eluida.

El tampén de elucion normalmente es una disolucion acuosa que comprende un agente de tamponamiento,
normalmente fosfato, o Tris. Sin embargo, también se podrian usar todos los tampones carboxilicos o de i6n bipolar
con un pK préximo a la neutralidad. La etapa de elucién se realiza preferentemente con un tampén de elucion que
tiene un pH desde 2 hasta 10. En algunas realizaciones, los intervalos de pH desde 3 hasta 9, desde 5 hasta 8 y lo
mas preferentemente desde 7 hasta 8. Las interacciones de repulsién electrostatica no son suficientes para alterar
las interacciones de afinidad especificas entre TgFVIl o TgFVlla y ligando. El tampén de elucién puede comprender
ademas ventajosamente cualquier componente adicional que permita el mantenimiento de TgFVIl/TgFVila
biolégicamente activo sin pérdida de transformaciones postraduccionales como glucosilacion, por ejemplo, o
evitando su agregacion u oxidacion.

Preferentemente, la fuerza iénica del tampén de elucién se aumenta con sales de cloruro sédico o caotrdpicas como
magnesio. En una realizacion, la fuerza ionica del tampdn de elucién oscila desde 500 hasta 2500 mM, desde 1000
hasta 1800 mM, o preferentemente desde 1200 hasta 1600 mM.
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Preferentemente, la hidrofobia del tampén de elucion aumenta con agentes hidréfobos como etilenglicol o
propilenglicol. En una realizacion, el porcentaje del agente hidréfobo en el tampdn de elucion oscila desde 20 %
hasta 70 %, desde 30 % hasta 50 %, o preferentemente desde 40 % hasta 50 %.

Lo mas preferentemente, la fuerza i6nica e hidrofobia del tampon de elucién aumentan juntas en un tampdn con un
pH desde 7 hasta 8. En una realizacién, el porcentaje del agente hidréfobo en el tampodn de elucién oscila desde
20 % hasta 60 % y su fuerza iénica oscila desde 0,5 hasta 2,0 M. Preferentemente, el porcentaje del agente
hidr6fobo oscila desde 30 % hasta 50 % y la fuerza iénica oscila desde 1,0 hasta 1,8 M, o el porcentaje del agente
hidrofobo oscila desde 40 % hasta 50 % y la fuerza idnica oscila desde 1,2 hasta 1,6 M.

En una realizacion preferida, la desorcion de moléculas activas y estables de TgFVII y/o TgFVlla se realiza con un
tampo6n que comprende 45 % de propilenglicol y cloruro sédico 1,5 M en tamp6én Tris pH 7,5.

La etapa de elucion normalmente se realiza a un caudal desde 10 hasta 72 volimenes de columna (VC) por hora, y
preferentemente a 18 a 54 VC/hora. En algunas realizaciones, el caudal de elucion oscila desde 30 hasta
48 VC/hora, y es preferentemente de 36 VC/hora. Cuando aumenta el caudal, se reduce la posible reasociacion para
liberar el ligando inmovilizado y mejora la recuperacion de TgFVIl en la fraccion de eluato. Este efecto esta
relacionado principalmente con la fuerte afinidad del ligando por TgFVIl o TgFVlla.

Después de la purificacion por afinidad como se propone en la invencién, se prepara mas de 90 % de
TgFVII/TgFVlla puro, que representa una reduccién de proteinas de la leche de conejo (RMP) de mas de 4
logaritmos decimales (reduccion de 4 logio 0 99,99 %). Sin embargo, las RMP normalmente estan por debajo de
500.000 ppm, preferentemente por debajo de 100.000 ppm, y lo mas preferentemente por debajo de 50.000 ppm. Se
ha mostrado que la transferrina de conejo es una de las RMP contaminantes concomitantes mas importantes.

Para reducir RMP hasta un nivel muy bajo, normalmente inferior a 5 ppm, el esquema de purificacion tiene que
integrar diversos métodos ortogonales. "Métodos ortogonales" significa procedimientos de purificacién multietapa
que emplean mecanismos de separacién que son distintos entre si. En la presente invencion, la purificacién se basa
en métodos cromatograficos debido a su selectividad, eficiencia y simplicidad de aumentar de escala. La
combinacion de los métodos se diseid especificamente para garantizar una alta calidad final de TgFVIl y/o TgFVila,
libre de agregados y con niveles muy bajos de formas degradadas y oxidadas.

Ademas, el solicitante ha descubierto propiedades inesperadas y sorprendentes de la cromatografia de afinidad,
especificamente su capacidad para mejorar la reduccion del titulo viral para virus envuelto tal como el virus de la
leucemia murina (MLV) y para virus no envuelto tal como el parvovirus porcino (PPV).

En un modo preferido particular, la etapa de cromatografia de afinidad se realiza para obtener un factor de reduccion
viral (RF) superior a 3 log1o, preferentemente superior a 4 logio, mas preferentemente superior a 5 logto.

"Factor de reduccion viral" significa la resultante de la relacion entre el valor de la cantidad viral (titulo x volumen)
medida antes de la implementacion de la etapa cromatografica (es decir, el valor de titulo viral de la carga inicial) y el
valor de cantidad viral (titulo x volumen) medido después de la implementacién de la etapa cromatografica (es decir,
el valor del titulo medido en el eluato). El titulo viral se calcula usando la ecuacion de Spearman Kérber como se
describe en Federal Gazette N° 84, 4 de mayo de 1994, y en Schmidt, N.J. & Emmons, R.W. (1989) en Diagnostic
Procedures for Viral, Rickettsial and Chlamydial Infection, 62 Edicién.

Ultrafiltracién/diafiltracion

Segun la presente invencion, el material purificado por afinidad se podria diafiltrar o diluir para reducir la fuerza
i6nica antes de purificarse adicionalmente. En una realizacion de la invencion, se usa membrana de ultrafiltracion
con un intervalo de corte desde 5 hasta 50 kDa, preferentemente 10 hasta 30 kDa. Por intercambio de tampon, la
fuerza idnica disminuye hasta un intervalo desde 1 hasta 50 mM y preferentemente 5 hasta 15 mM de tamp6n que
contiene una sal de sodio y, en una realizacién de la invencién una sal de citrato de trisodio.

En una realizacion de la invencién, podria ser ventajoso realizar almacenamiento a largo plazo en esta etapa y
preferentemente a baja temperatura, inferior a -20 °C.

En una realizacién de la invencién, se podria purificar adicionalmente el material purificado por afinidad estabilizado
por reduccion de sal, por almacenamiento a largo plazo y por retirada de microorganismos.

Cromatografia de intercambio iénico

Segun la invencién, el proceso de la invencion comprende al menos una etapa de cromatografia de intercambio
i6nico para purificar adicionalmente TgFVIl 'y TgFVlla.

Preferentemente, se realiza al menos una etapa de cromatografia en una resina de intercambio aniénico. Dicha
cromatografia de intercambio anidnico se podrian implementar con un soporte cromatografico de tipo base fuerte o
débil. En alguna realizacion, se puede utilizar grupo funcionalizado con amonio cuaternario de diferentes resinas
comerciales como Q-Sepharose de GE Healthcare, y lo mas preferentemente como el tipo Q Sepharose XL. La lista
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no es limitante y se podrian usar intercambiadores anionicos fuertes de Bio-Rad, Pall Biosepra, Merck, Millipore u
otros proveedores.

Ventajosamente, la activacion de TgFVIl en TgFVlila aumenta durante la etapa de separacién realizada en el
intercambiador aniénico.

Etapa de carga

El material previamente purificado se adsorbe al soporte aniénico en primer lugar equilibrado en el mismo intervalo
de conductividad y la misma sal como un uso.

En una realizacion de la invencion, se introduce un cambio de sal justo después de la carga para reforzar la
interaccion de RMP con la carga aniénica. La sal de sodio, y mas particularmente la sal de citrato de trisodio, se
cambia a un tamp6n de imidazol con una conductividad mas baja. En este tampén especifico, el imidazol oscila
desde 1 hasta 50 mM y preferentemente desde 5 hasta 30 mM y mas preferentemente 20 mM. El pH del tampén
también se mantiene en el intervalo desde 6,5 hasta 8,5 y preferentemente 7 hasta 8. En dichas condiciones, la
transferrina y TgFVII o TgFVII no activo complejado con otras proteinas muestran una interaccién reforzada con la
resina de intercambio anidnico.

Primer lavado

En una realizacién de la invencion, se aplica un primer lavado aumentando la concentracion de sales y
especialmente la concentraciéon de sal de cloruro sédico en un intervalo entre 50 y 175 mM y més preferentemente
entre 130 y 160 mM. Este lavado se podria aplicar por gradiente o por etapa. En una realizaciéon de la invencion,
este lavado muestra una elucion especifica de transferrina endégena de leche, mientras que, al mismo tiempo, en
presencia de tampdn imidazol, TgFVII/TgFVlla permanece sobre el gel idnico y también se mantienen adsorbidas
trazas de FVII transgénico complejado con otras proteinas.

Elucion de TgF VIl TgFVlla

En la realizacién de la invencién, se eluye TgFVII/TgFVlla del intercambiador anionico disminuyendo la
concentracién de sales y especialmente la concentracion de sal de cloruro sédico en un intervalo entre 0 y 75 mM y
mas preferentemente entre 40 y 60 mM y al mismo tiempo, introduciendo una sal de calcio a concentracion muy
baja, en el intervalo desde 2 hasta 9 mM y mas preferentemente entre 5 y 8 mM. Se ha estudiado durante un largo
tiempo la interaccion especifica de calcio con las proteinas que contienen el dominio gla, tales como la molécula de
FVII. El cambio conformacional en la molécula de FVII conduce a un cambio de carga global que permite la elucién a
baja conductividad. En una realizaciéon de la invencion, se mantienen adsorbidas en presencia de imidazol trazas de
TgFVIl complejadas con otras proteinas. Otras sales como tris-hidroximetilaminometano o citrato de trisodio
muestran una co-elucién de TgF VIl libre y/o con TgFVII complejado con otras proteinas

TgFVIl eluido del intercambiador aniénico comprende desde 50 % hasta 100 % de formas activadas de TgFVlla y
mas preferentemente desde 80 hasta 100 %.

Ademas, el solicitante ha descubierto propiedades inesperadas y sorprendentes de la cromatografia de intercambio
i6nico, especificamente su capacidad para mejorar la reduccion de titulo viral para virus envuelto tal como el virus de
la leucemia murina (MLV) y para virus no envuelto tal como el parvovirus porcino (PPV).

En un modo preferido particular, la etapa de cromatografia de intercambio idnico se realiza para obtener un factor de
reduccion viral (RF) superior a 3 log1o, preferentemente superior a 4 log1o, mas preferentemente superior a 5 log1o.

Cromatografia de pseudo-afinidad, preferentemente sobre hidroxiapatita

Segun la invencion, el eluato recogido de la cromatografia de intercambio aniénico y que contiene TgFVIl y/o
TgFVlla se purifica por cromatografia de pseudo-afinidad ventajosamente sobre un gel de hidroxiapatita
(Ca10(PO4)s(OH)2).

Esta cromatografia de pseudo-afinidad adicional se realiza preferentemente bajo las siguientes condiciones: la
columna se equilibra con un tampén A acuoso que comprende fosfato de potasio o sodio desde 10 hasta 30 mM o
una mezcla de los mismos, a un pH entre 7,5y 8,5.

Las moléculas de TgFVII/TgFVlla formuladas con calcio son retenidas sobre el soporte, mientras que Des-gla-FVIl y
otras escisiones se retiran en el flujo a través ("Des-Gla-FVII" significa un FVII cuyo dominio GLA se ha retirado,
posiblemente por protedlisis).

La percolaciéon del tampén A, justo después de la etapa de carga, eluye una parte de TgFVIl y/o TgFVlla
parcialmente escindido durante el proceso y esto permite una buena eliminacién de formas de FVII no deseables,
tales como TgFVlla de baja actividad o inactivo.
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La elucién de TgFVlla se realiza con un tampén que comprende una sal de fosfato, tal como fosfato de sodio o
potasio, 0 una mezcla de las mismas, a una concentracién predeterminada, que preferentemente representa un
tampon B que comprende fosfato de sodio desde 0,1 M hasta 0,5 M y preferentemente desde 0,1 M hasta 0,2 M con
un pH entre 7,5 y 8,5. El eluato resultante contiene TgFVIla completamente activo, con un bajo porcentaje de formas
escindidas.

Cromatografia de exclusion por tamario

Las trazas finales de RMP solo se podrian identificar por espectrometria de masas o por ELISA especifica. Antes de
la etapa de pulido final, RMP varian entre 50 y 500 ppm y lo mas preferentemente inferior o igual a 300 ppm.

Segun la invencién, la etapa d) se realiza por cromatografia de exclusion por tamano. La altura de la columna de
exclusién por tamafo, porosidad de la resina y tampdn de cromatografia se tienen que seleccionar para alcanzar la
mejor selectividad. Se requieren resinas de alto rendimiento equivalentes a Superdex S75 prep grad o mas
preferentemente Superdex S200 prep grad para la etapa de pulido. La altura del lecho de gel superior a 60 cm e
inferior a 120 cm y mas preferentemente superior a 80 cm e inferior a 110 cm permite la resolucién suficiente para
retirar 2 logaritmos adicionales de trazas de RMP.

En una realizacién, el intercambio de tampo6n aplicado durante la SEC contiene un detergente no iénico a una
concentracién entre 20 y 500 ppm, o preferentemente desde 50 hasta 200 ppm, en combinaciéon con aminoacidos
como arginina o glicina o azucar sin limitacion. La presencia del detergente idnico en el tampén ayuda
ventajosamente a mantener el estado monomeérico de TgFVII/TgFVlla durante SEC, que conduce a una separacion
optima entre FVII y moléculas contaminantes. En una realizacién de la invencién, el tampén de formulacién contiene
mezclas de diferentes aminoacidos con monolaurato de sorbitano o/y monooleato como se describe en la patente de
EE.UU. 2012/0087908. Se aplica un caudal lineal entre 10 y 40 cm/h, mas preferentemente entre 20 y 25 cm/h,
combinado con un volumen de carga que varia desde 1% hasta 10 % del volumen de columna de SEC, mas
preferentemente desde 2 hasta 5 % del volumen de columna de SEC para obtener un pico monomérico de TgFVII
y/o TgFVlla inferior a 5 ppm de RMP o una pureza superior a 99,9995 %.

Ademas, el solicitante ha descubierto propiedades inesperadas y sorprendentes de la cromatografia de exclusion por
tamano, especificamente su capacidad para mejorar la reduccion del titulo viral para virus envuelto tal como el virus
de la leucemia murina (MLV) y para el virus no envuelto tal como el parvovirus porcino (PPV).

En un modo preferido particular, la etapa de cromatografia de exclusién por tamafo se realiza para obtener un factor
de reduccion (RF) viral superior a 3 logio, preferentemente superior a 4 logio, mas preferentemente superior a
5 logro.

Asi, la etapa de cromatografia de afinidad y/o la etapa de cromatografia de intercambio idnico y/o la etapa de
cromatografia de exclusion por tamafio permiten obtener un factor de reduccion (RF) viral superior a 3 logio,
preferentemente superior a 4 log1o, més preferentemente superior a 5 log1o.

Eliminacion/ Inactivacion de virus

El método de la invencién también puede comprender al menos una etapa dedicada a la inactivacion/retirada viral,
pero lo mas preferentemente se tienen que incluir al menos dos etapas dedicadas a la inactivacion/retirada viral
ortogonal. La leche clarificada podria ser viralmente inactivada por tratamiento quimico con disolvente y/o
tratamiento con detergente u otros tipos de tratamiento eficientes. En una realizacién de la invencién, se usa
disolvente/detergente, en particular en presencia de una mezcla de Tween® 80 (1 % a 1,5 % en peso/volumen) y de
TnBP (fosfato de tri-n-butilo 0,3 % a 0,5 % v/v), para inactivar virus envueltos. Otros detergentes no iénicos como
Octoxinol100 o Triton X114 o colato de sodio o Tween® 20 sin limitacion también podrian sustituir o complementar
Tween® 80.

Ademas, el eluato resultante de cualquiera de las etapas cromatograficas descritas se puede someter a una etapa
de nanofiltracién para eliminar eficientemente los virus, en particular los virus no envueltos, tales como el parvovirus
B19. Es en particular posible usar los filtros ASAHI PLANOVA™15 que retienen los virus con un tamafo superior a
15 nm.

En una realizacién de la invencién, se realiza nanofiltracién, preferentemente después de la primera etapa
cromatografica, donde la pureza de TgFVIl es superior a 90 % y la parte principal de altos tamafios moleculares de
proteina como micelas de caseinas se eliminan suficientemente para permitir la filtracion en dichos nanofiltros de
tamano de poro. La concentracion de FVII de partida es preferentemente entre 1,0 y 2,5 g/l y méas preferentemente
entre 1,3y 2,2 g/l y un caudal tipico es entre 5y 15 LMH, preferentemente entre 8 y 12 LMH ("LMH" significa litros
por metro cuadrado por hora, o L/m?/h).

Ademas de la retirada viral, la nanofiltracion muestra también la ventajosa reduccion del ADN enddgeno por un
mecanismo de tamizado a través de la anchura de los nanofiltros.
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En una realizacion de la invenciodn, se podrian usar filiros de nanofiltracion equivalentes al tamarfio de poro medio en
nanometros de Planova15. El filtro de tamano de poro de 20 nandémetros podria sustituir el filtro de 15 nandémetros y
el filtro de 15 nandémetros se podria acoplar al filtro con porosidad mas alta. En una realizacién de la invencion, un
nanofiltro secuencial 0,2 um/0,1 um seguido por un Planova 20 seguido por un nanofiltro Planova 15 podria reducir
ventajosamente cualquier riesgo al mismo tiempo (biocarga, micoplasmas, virus, agentes adventicios, TSE) sin
pérdida de la actividad biolégica de TgFVII/TgFVila.

Formulacion, esterilizacion, liofilizacion

Una vez se recupera el ultimo eluato que contiene TgF VIl y TgFVlla purificados, dicho eluato se podria enviar a una
etapa de filtracién sobre filtros de 0,22 um, cargar en recipientes y luego congelar/secar.

Preferentemente, la membrana de PVDF modificada se usa ventajosamente en la invencion debido a la baja union
de proteinas y la baja adsorcién de detergente no idnico descrito por los proveedores. Los filtros Durapore®
Membrane de Millipore se adaptan bien a esta etapa sin limitacion de otros filtros comerciales.

Los ejemplos a continuacion ilustran la invencion sin limitar su alcance.
EJEMPLOS
Ejemplo 1: Preparacién de ligandos anti-FVII/FVlla especificos

Se inmunizé una llama con antigeno FVlla humano altamente puro. Tras el segundo refuerzo, se observé un titulo
incrementado mas de 100 veces, que indica un enriquecimiento especifico contra los antigenos FVlla/FVIlI humanos.
Se recogié ARN de la llama y se generaron bibliotecas de expresion de VHH. Se probaron los clones en ELISA para
la expresion de VHH de llama con la capacidad para unirse a FVlla humano. Se seleccionaron 23 clones VHH y se
probaron adicionalmente para su capacidad para unirse a FVIlI y FVlla humano derivado de plasma y FVII de conejo
recombinante. Se encontré que todos los clones eran capaces de unirse a FVII y FVlla humano, y no se observo
unién cruzada hacia FVII de conejo recombinante. Los clones se probaron adicionalmente para sus capacidades de
unién y elucién con respecto a FVII/FVlla, asi como para la estabilidad de sus propiedades de union a pH &cido. Se
reclond un candidato seleccionado en el sistema de expresion de levadura de BAC y se expresaron ligandos
correspondientes, entonces se acoplaron sobre NHS-Sepharose a una densidad de ligando de 2,5 mg por ml de
matriz.

Ejemplo 2: Purificacion de TgFVlla de leche

El presente ejemplo describe la preparacion de una disolucion de TgFVII activada altamente purificada a partir de
150 litros de leche de conejo.

2.1 Recogida de leche

El conjunto compuesto inicial de leche consisti6 en un ciclo completo de lactancia de mini-conjuntos de leche
recogida 6 veces al dia, envasada junta en una botella de 1 |, se muestred para los controles de seguridad biolégica
(biocarga, endotoxinas y virus enddgeno), luego se guardd y se congeld a temperatura muy baja (<-60 °C) durante
un almacenamiento a largo plazo (varios meses a <-20 °C). Se recogié leche desde Dia 4 hasta Dia 24
correspondiente a un ciclo de ordefio natural.

2.2 Clarificacion

Botellas congeladas que contenian leche se dispusieron en un gran tanque de descongelacién mantenido a 32-
37 °C. El tiempo de descongelacion fue alrededor de 1 hora para obtener el Gltimo trozo de hielo en cada botella. Se
transfirieron 147,4 kg de material fuente (SM) descongelado y se reunieron en una bolsa de sistema de mezcla de
500 ml. Se anadi6 tampén citrato de trisodio 0,315 M para obtener una concentracién de proteina en el intervalo 20 a
40 g/l. La temperatura de la mezcla se ajustd a 24-26 °C. Se detuvo el sistema de mezclado para permitir la
decantacion de grasa en la capa superior del SM diluido y citrado.

Se equilibraron preliminarmente en tampédn filtros profundos con intervalo de tamafo de poro entre 15y 0,5 um
(PDH4) y entre 0,3 y 0,1 um (PEKS) manipulados con un dispositivo STAX (Pall Corporation). Se filtré la leche
tratada con tampén citrato y se cargaron 444 Kg de filtrado en una bolsa de un solo uso antes de realizar una
filtracion de 0,2 um con filtro Sartobran® de 0,45/0,2 um (Sartorius Corporation). Se adapté la capacidad de filtracion
de los diferentes filtros para filtrar sin obstruccion desde aproximadamente 2 hasta 15 kg de proteinas por metro
cuadrado dependiendo del tamafio de poro medio progresivo.

2.3 Tratamiento con S/D

Se hizo la adicion de disoluciones de polisorbato 80 y fosfato de tri-n-butilo a la fuente clarificada de material (CSM)
para obtener 509,8 kg de disolucién que contenia 0,8-1,5 % en peso/volumen de detergente y 0,2-0,5 % v/v de
disolvente. La temperatura se ajusté a 25 = 2 °C y se mantuvo al menos 2 horas de tiempo de contacto en dichas
condiciones para inactivar cualquier posible virus no envuelto en la fuente bioldgica. Las trazas de lipidos residuales
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o triglicéridos procedentes de la leche también se disolvieron quimicamente mediante la adicion de detergente y
disolvente, haciendo una disolucién mas adecuada para las etapas cromatogréaficas adicionales.

2.4 Cromatografia de afinidad en ligando especifico de FVII/FVlla transgénico

Se equilibré la columna con tampdn Tris 50 mM a pH 7,5, luego se cargd la disolucion que contenia las proteinas a
220 I/h. 6 litros de gel de afinidad fueron lo suficientemente grandes como para adsorber todo el TgFVII del conjunto
de leche tratado. Después de la carga, el primer lavado se hizo con tampén Tris. Fueron necesarios 90 litros para
garantizar un retorno inicial estable. Durante este gran lavado se retiraron proteinas unidas por interacciones no
especificas.

Se realizd una etapa de lavado optimizada para maximizar la elucién de RMP y minimizar la desorcion de FVII
aumentando la fuerza iénica hasta 500 mM de cloruro sédico y la hidrofobia relativa con 30 % v/v de propilenglicol
hasta el tampén Tris inicial.

Se realizd una etapa de elucion optimizada para minimizar la desorcién de RMP y maximizar la elucién de FVII
aumentando la fuerza i6nica hasta 1500 mM de cloruro sédico y la hidrofobia relativa con 45 % v/v de propilenglicol.

Se recogieron 50,6 litros en la fraccidén de eluato de afinidad. La relacién FVII amidolitico/FVII antigénico del eluato
de afinidad fue préxima a 1 correspondiente a 1 unidad de factor de coagulacion para 1 unidad de molécula de
antigeno. La etapa de afinidad permitio la retirada de la parte principal de RMP con una eliminacién de 4 log.

De esta forma, se inmunopurifico satisfactoriamente TgFVII/TgFVlla coagulable.
2.5 Ultrafiltracion

Como alternativa, se fabric6 un producto intermedio que se podria almacenar usando la tecnologia de ultrafiltracion.
Se concentrd y estabilizé el eluato tratado con S/D por afinidad sobre membrana de 30 kDa de poliétersulfona,
TangenX Sius-LS® de un solo uso de Novasep. La presion transmembranaria se mantuvo a 0,14 MPa (20 psig)
durante la fase de concentracién por ajuste de la velocidad de la bomba de recirculacion. Cuando se obtuvo una
concentracién de proteina de 2 g/l, se realizé diafiltracion en tampon citrato para retirar compuesto hidréfilo, sales y
disolventes quimicos.

2.6 Filtracién y congelacion estériles - Producto intermedio 1

Se filtraron asépticamente 10,4 | del producto intermedio concentrado con una actividad especifica de 2638 unidades
por mg con capsulas Sartobran® de 0,45/0,2 um bajo una campana de flujo laminar en recipientes de 1 I.

Las botellas se almacenaron <-60 °C para constituir el producto intermedio para el proceso aguas abajo.
2.7 Filtracién 0,2/0,1 um y nanofiltracion sobre filtros Planova de 20Ny 15 N

Fueron necesarias mas purificaciones para un uso humano clinico y farmacéutico del producto TgFVIl/TgFVlla. En
primer lugar, para reducir la posible carga viral, el producto intermedio se filtr6 a través del tren de filtracion:

J Cépsula desechable Sartopore 2® de 0,2/0,1 um de Sartorius

. Planova® 20 1 m? seguido por Planova® 15 de 1 m? de ASAHI KASEI

Se bombearon directamente 9,45 | de producto intermedio a través del tren de filtracion a 12 LMH de caudal inicial y
se monitorizé la presion transmembranaria durante toda la etapa para mantener un maximo de 0,08 MPa (12 psig)
en cada nanofiltro. En esta etapa del proceso, la pureza se calculd alrededor de 95 % y se identifico la transferrina
enddgena como uno de los principales contaminantes.

En esta etapa del proceso, se evalla la activacién de TgF VIl entre 20 y 50 % por cuantificacion de andlisis de SDS-
PAGE en condiciones reducidas. La activacion parcial se atribuye al calcio de la leche liberado durante la fase de
clarificacion del proceso de purificacion.

2.8 Cromatografia de intercambio i6nico sobre Q Sepharose XL

Se potencié la pureza y activacion de TgFVII por cromatografia de intercambio aniénico y elucién dependiente de
calcio. Se carg6 la disolucion nanofiltrada en un intercambiador aniénico Q-Sepharose XL (GE Healthcare)
previamente equilibrado con citrato de sodio 10 mM a pH 7,0.

Se realiz6 una primera etapa de lavado con imidazol 20 mM a pH 7,5 y conductividad bajo 5 mS/cm a 25 °C. Se
realizé una segunda etapa de lavado introduciendo 150 mM de cloruro sédico, ademas de imidazol 20 mM, para
alcanzar una conductividad de 18 mS/cm a 25 °C. Se identificé que el pico de lavado estaba principalmente
compuesto de transferrina libre. Entonces se eluyé TgFVIl/TgFVlla disminuyendo la sal de cloruro sédico hasta
50 mM y en el mismo tiempo afiadiendo cloruro de calcio hasta 7 mM, mientras se mantenia el imidazol a 20 mM. La
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fraccion de elucion contuvo mas de 90 % de forma activada de TgFVlla evaluado por SDS-PAGE en condicion
reducida. Se midieron los niveles de RMP por ELISA y se compararon con TgF VI, se calculd RMP residual inferior a
500 ppm (véase la Tabla 3).

La cromatografia QSXL contribuy6 a la reduccion de los niveles de HRI, con una puntuacién media de 2 log1o, de la
que 1,6 logio fueron transferrina.

Durante esta etapa, la activacion en FVlla se potencié por la presencia de calcio ionizado en el tampoén de elucion.
Entonces se almaceno el eluato de Q-Sepharose XL a +2/+8 °C durante la noche.

2.9 Cromatografia de pseudo-afinidad sobre hidroxiapatita

Durante el almacenamiento, podrian ocurrir algunas escisiones de FVII, especialmente la escision en la cadena
pesada, siendo la cadena ligera protegida por iones de calcio. Los adsorbentes de hidroxiapatita y fosfato de calcio
son bien conocidos por adsorber factores de coagulacion tales como FVII/FVlla y mas ampliamente proteinas que
contienen el dominio Gla. Se usé esta pseudo-afinidad para la etapa de pulido del proceso.

El eluato de Q Sepharose XL que contiene FVII/FVlla transgénico se concentré6 en una columna de tipo | de
hidroxiapatita CHT Ceramic (BioRad), previamente equilibrada con fosfato de potasio 25 mM a pH 8,0.

Se realiz6 una etapa de lavado isocratico con fosfato de potasio 25 mM a pH 8,0. Esta etapa de lavado eluyé
especificamente formas proteolizadas, especialmente TgFVII/TgFVlla que contienen una o mas escisiones sobre su
cadena pesada, y se monitoriz6 para limitar la minima pérdida de formas activas completas en un modo isocratico.

Entonces se eluyd TgFVII/TgFVlla como un concentrado de TgFVlla con fosfato de potasio 150 mM a pH 8,0.
2.10 Cromatografia de exclusién por tamano (SEC) en Superdex 200

Se hizo la estabilizacion de TgFVII/TgFVIla monomérico por la Ultima etapa de pulido del proceso. La SEC permitié
la retirada de fosfato de potasio y la formulacién en al menos polisorbato 80 y arginina.

Se cargo la fraccion eluida de la columna cromatografica de hidroxiapatita y que contenia TgFVII/TgFVlla sobre una
columna de Superdex 200 (GE Healthcare), previamente equilibrada con citrato de sodio 5 mM, HCI de arginina
114 mM, isoleucina 46 mM, glicina16 mM, lisina 6,5 mM, 0,07 % (v/v) de Tween 80, pH 6,0.

Las proteinas con mayor radio dinamico o mayor tamario molecular como la transferrina (70 kDa) o FVII complejado
con otras proteinas se eluyeron justo antes de TgFVIla monomérico (45 kDa) por exclusion por tamano.

Las proteinas con menor radio dinamico o menor tamano molecular como las caseinas o péptidos se eluyeron justo
después de TgFVIla monomérico (45 kDa).

La fraccién que contenia TgFVII/TgFVIla se eluy6 con el mismo tampo6n que se usa para equilibrar la columna.
2.11 Estabilizacion y formulacién

Se formulé la disolucién final de TgFVII/TgFVlla a una concentracién de 1 g de TgFVlla/l de tampén de formulacion
que comprende citrato de sodio 5 mM, HCI de arginina 114 mM, isoleucina 46 mM, glicina 16 mM, lisina 6,5 mM,
0,07 % (v/v) de Tween 80, pH 6,0.

Se evalu6 por SDS-PAGE en condicion reducida 93,5 % de forma activada de TgFVlla.
2.12 Esterilizacion

Entonces se filtraron asépticamente sobre una membrana Millipak 100 de 0,2 um 5243 ml de disolucion de
TgFVII/TgFVlla estabilizada formulada.

Ejemplo 3: Resultados analiticos durante el proceso
Se analizaron las muestras generadas durante el proceso de purificacion como se describe en el Ejemplo 2.
3.1 Reproducibilidad del proceso de purificacién.

Los rendimientos de FVII de cada etapa, seguido con el ensayo amidolitico de FVII o absorbancia en 8 lotes, se
resumen en la Tabla 1y 2.
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Tabla 1: Rendimientos amidoliticos de FVII hasta la ultrafiltracion

Clarificacién | Tratamiento con S/D Afinidad | UFDF
Lote 1 98 % 136 % 56 % 75 %
Lote 2 101 % 116 % 51 % 89 %
Lote 3 95 % 120 % 54 % 91 %
Lote 4 109 % 85 % N/D N/D
Lote 5 91 % 106 % 55 % 99 %
Lote 6 107 % 99 % 48 % 99 %
Lote 7 N/D 83 % 47 % 86 %
Lote 8 104 % 94 % 48 % 93 %
Media 100 % 110 % 53 % 91 %
DE 7% 18 % 3% 10 %
N/D: sin datos hasta la fecha

Tabla 2: Rendimientos de la absorbancia de FVII hasta la filtracién por esterilizacion

% de etapa | Nanofiltracion | QSXL CHT-I SEC
Lote 1 88 % 61 % 75 % 92 %
Lote 2 95 % 59 % 60 % 89 %
Lote 3 95 % 63 % 52 % 92 %
Lote 4 93 % 55 % 58 % 81 %
Lote 5 91 % 51 % 67 % 94 %
Lote 6 95 % 51 % 67 % 91 %
Lote 7 92 % 49 % 49 % 86 %
Lote 8 91 % 52 % 64 % 95 %
Media 92 % 55 % 61 % 90 %
DE 3% 5% 9% 5%

Los rendimientos de FVII mostraron resultados coherentes con menos de 10 % de variacion con respecto al valor
medio para cada etapa.

3.2 Eliminacién de RMP

Se determind la eliminacion media de RMP para los lotes probados y se muestra en la Figura 2 (eliminacién de
RMP).

La eliminacién de RMP durante el proceso de purificacion fue perfectamente reproducible. Las etapas que
contribuyeron mas a la eliminacién de RMP fueron:

- la cromatografia de afinidad en un ligando que es especifico para FVII/FVIla
- la cromatografia en Q Sepharose XL, y

- la cromatografia en Superdex200.
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Tabla 3: Eliminacion de RMP durante el proceso de purificacion.

Media de 3 lotes Leche clarificada Post-afinidad QSXL SEC

RMP en ppm 417 731 959 52 356 1733 13

La eliminacion global de RMP resultante del proceso fue entre 8 y 9 logto.
3.3 Eliminacion de ADN de conejo

También se evalué la eliminacion de ADN de conejo ensayando su contenido en los diferentes productos
intermedios del proceso por una técnica de Q-PCR. Los resultados correspondientes se presentan en la Figura 3
(eliminacion de ADN). Los resultados se expresan en ppb con respecto a la concentracién de TgFVIl/TgFVila
ensayada por ELISA en la leche y por DO280 para los otros productos intermedios.

Tabla 4: Eliminaciéon de ADN de conejo durante el proceso de purificacion.

Leche clarificada Post-afinidad Nanofiltracion SEC

ADN en ppb 371 134 69 808 <23 <4

La etapa que contribuyé mas fue la nanofiltracion. Después de la cromatografia en Q Sepharose XL, todos los lotes
estuvieron por debajo del nivel de cuantificacion (LOQ).

La eliminacion total de ADN resultante del proceso estuvo entre 5y 6 log1o.
3.4 Cinética de la activacién de FVII

Como se desveld anteriormente, TgFVIl se activa en TgFVlla durante el proceso, y la activacién se potencia
principalmente con cromatografia en Q Sepharose XL. Como se detalla en la Tabla 5 a continuacion, al final del
proceso, la relacion de activacion definida por la relacién de la unidad de coagulacién por unidad de antigeno estuvo
entre 17 y 25.

Tabla 5: Cuantificacion de TgFVIla mediante el proceso de purificacion

Activacion de TgF VIl (media de 3 PB) TgFVlla Intervalo de relacion de activacion
Antes de la nanofiltracion 23.434 4ab
Nanofiltrado 16.595 7a9
Eluato de QSXL 16.032 14a17
Eluato de CHT-I 160.822 17a25
Conjunto de SEC 45.855 17 a 25

TgFVIlI podria ser aproximadamente y facilmente seguido por SDS-PAGE (coloracion con azul de Coomasie,
Figura 4)

También se podrian clasificar las isoformas de FVII con una mayor exactitud por analisis de mapeo de proteinas
(RP(C4)-HPLC-EM). Se determinaron las formas escindidas del sitio de activacion (cadena pesada y cadena ligera)
para generar TgFVlla biolégicamente activo. La cadena sin escindir correspondi6é a TgFVII no activado con actividad
biolégica muy baja y las isoformas escindidas de las cadenas ligeras y pesadas correspondieron a la degradacién
molecular e inactivacion de la actividad biolégica (% de LC: Escision de cadena ligera o % de Des-Gla, % de HC:
Escisién de cadena pesada).

El método analitico no fue capaz de cuantificar especificamente las formas oxidadas. Las formas se incluyeron en la
cuantificacion de la forma no activada.

El TgFVII no activado no degradado disminuy6 progresivamente durante el proceso, un signo de la activaciéon de
TgFVIlI en TgFVlla. Para los 3 lotes probados, la activacion fue progresiva y, al final del proceso, permanecié un
promedio de 3,6 % de la forma no activada. Esta forma fue no degradada y retuvo su capacidad para ser activada
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después en el proceso (operaciéon de formulacion) y durante la administracion intravenosa. Retuvo sus posibilidades
de activacion en plasma humano.

3.5 Degradacion de TgFVlla en el proceso

Para este ejemplo, se concentr6 la fraccion de eluato de hidroxiapatita (CHT) hasta 3,9 g/l de TgFVlla y los
resultados de RP-HPLC se resumieron en la Tabla 6 en comparacion con los resultados de SEC mostrados en la
Tabla 7.

Tabla 6: Reparto de la forma de FVII en el eluato de CHT (RP-HPLC):

Cadena ligera 28,21 %
Cadena ligera escindida 1,67 %
Cadena pesada 62,29 %
Cadena pesada escindida 6,66 %
Cadenas oxidadas + no activadas 1,10 %

Tabla 7: Reparto de la forma de FVII en el producto purificado (RP-HPLC):

Cadena ligera 31,37 %
Cadena ligera escindida 0,48 %
Cadena pesada 61,16 %
Cadena pesada escindida 5,82 %
Cadenas oxidadas + no activadas 1,12 %

El total de formas de TgFVII ni escindidas ni oxidadas fue superior a 90 % de TgFVIl total para tanto el eluato de
CHT como el producto purificado final (eluato de SEC). Esto demuestra claramente la capacidad de la etapa de CHT
para controlar la degradacion de TgFVIl a pesar de la activacion de TgFVIL.

Ejemplo 4: Calidad de la preparacion de TgFVlla altamente purificado
4.1 Cuantificacién de RMP residual en la disolucion purificada.

El uso de un ligando altamente especifico de FVII derivado de un anticuerpo de llama en combinacién con técnicas
cromatograficas mas clésicas (intercambio idnico, pseudo-afinidad en hidroxiapatita y exclusion por tamafo) permitié
asi optimizar la purificacién de TgFVII/TgFVlla de leche, eliminando mas particularmente RMP en la medida de lo
posible.

Los niveles de RMP fueron de aproximadamente 10 ppm para lotes piloto (15 | de leche) como se representa en la
Tabla 8 y por debajo del nivel inferior de cuantificacion (LLOQ) o inferior a 6 ng/ml para los lotes producidos a gran
escala (150 | de leche).

La transferrina se ensay6 por ELISA en el producto purificado y su contenido se encontré proximo a 3 ppm para los
lotes piloto.

Tabla 8: Contaminacién por RMP y transferrina en el producto purificado

RMP ppm Transferrina ppm
Lote 1 piloto 13 4
Lote 2 piloto <6 3
Lote 3 piloto <6 3
Lote 1 a gran escala <6 N/A
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N/A: No disponible

4.2 Cuantificacion de ADN de conejo residual en la disolucién purificada.
El proceso como se describe alcanza asi un ADN residual diana inferior a 4 ppb.
4.3 Factor de coagulacion VIl de conejo

Puesto que los conejos tienen un factor VIl endégeno en su circulacion y existe cierta fuga pasiva de proteinas
séricas de la corriente sanguinea en la leche, se evalud la capacidad del proceso de purificacion para separar
humano de FVII de conejo. Se desarroll6 internamente un ELISA especifico para la investigacién de la presencia de
dicha posible proteina concomitante en el producto purificado. Los resultados fueron inferiores a LLOQ (<45 pg/ml
para todas las preparaciones analizadas).

Ejemplo 5: Estudios de eliminacion viral para virus envuelto (MLV, virus de la leucemia murina) después de
implementar una etapa de cromatografia de afinidad en ligando especifico de Tg FVlla

Las caracteristicas del virus de la leucemia murina (MLV) se describen en la tabla a continuacion:

Virus MLV

Nombre Virus de la leucemia murina
Familia Retroviridae

Subfamilia/género Orthoretrovirinae Gammaretrovirus

Hospedador natural Ratén

Genoma ARN

Envuelta Envuelto

Tamano de didametro | 80-110 nm

5.1 Ensayo de valoracién de la infectividad
5.1.1 Principio de la valoracién de la infectividad

El método de valoracion es un ensayo cuantitativo en el que la medicién del titulo de virus se basa en la deteccion
de la produccion de virus en las células infectadas, por observacién de un efecto citopatico especifico.

El ensayo de valoracion se hara en dos placas de 96 pocillos diferentes como se describe a continuacion:

. Se diluye la muestra de prueba con medio de cultivo por diluciones triples en serie (se realizan ocho duplicados
para cada dilucion) a través de la placa de 96 pocillos ("placa de dilucién de muestras”).

. Cada pocillo de la "placa de dilucion de muestras" se inocula entonces en el pocillo correspondiente de una
nueva placa de 96 pocillos ("placa de valoracion de muestras”).

Se afade suspension de células a cada pocillo de la "placa de valoracion de muestras" y las placas se incuban
entonces a temperatura apropiada con o sin atmdésfera de COz2 (dependiendo de los virus).

Después de un periodo de incubacién que permite la replicacién e infeccién viral de células adyacentes,
dependiendo de los virus,

. se cuentan los pocillos con focos después de la infeccion por observacion en microscopio éptico invertido.

. o0 se afiade una sobrecapa de tincion (cristal violeta 1p-galactosidasa) y los pocillos se examinan para el efecto
citopatico. Los pocillos infectados aparecen como areas claras, mientras que los pocillos no infectados se tifien
(o al revés, dependiendo de los virus).

Se calcula el titulo infeccioso expresado como 50 % de dosis infecciosa de cultivo de tejido por mililitro (TCIDso/ml)
usando la formula apropiada.
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5.1.2 Controles de valoracion
* Control negativo

Durante cada ensayo de valoracion, las células se preparan como control de referencia de células. Estas células se
preparan en las mismas condiciones que las usadas para la valoracién de las muestras generadas durante los
ensayos preliminares, excepto que se inoculan con medio de cultivo no anadido (4 - 8 pocillos en cada placa de 96
pocillos).

* Control de valoracion positivo (control de referencia del virus)

Durante cada ensayo de valoracién, se valora un control de referencia del virus de aproximadamente 10%- 10°
TCIDso/ml en las mismas condiciones que las usadas para la valoracién de las muestras generadas durante los
ensayos preliminares.

5.1.3 Criterios de aceptacion del ensayo de valoracion

Se conserva el ensayo de valoracion y se valida cuando:

. El control de referencia de células para cada placa de valoracién es conforme al resultado esperado,
. El titulo infeccioso del control de referencia del virus obtenido esta en el intervalo esperado.

5.1.4. Determinacion del titulo viral

El titulo viral se determina segun Schwartz D., 1993 (Schwartz D., "Methodes statistiques a I'usage des medecins et
des biologistes", Flammarion Medecine-Sciences, cuarta edicion, 1993); Kaplan M. y Koprowski H., "Laboratory
techniques in rabies, tercera edicion, editado por la Organizacién Mundial de la Salud, Ginebra, 1973.

Se calcula la TCIDso (50 % de dosis infecciosa de cultivo de tejido) usando la formula de Spearman Karber. La
TCIDso se evalua por ensayo cuantico y se define como la dosis de virus capaz de infectar 50 % de los cultivos
inoculados.

5.2 Protocolo experimental

Las etapas implementadas en el proceso son las siguientes:

- Descongelacién del material fuente clarificado;

- Infeccion del material fuente clarificado descongelado con 1 % del virus envuelto MLV;
- Prefiltracion con filtros 0,2 pm;

- Carga sobre la columna FVII Select;

- Lavado de la columna;

- Elucion.

La Tabla 9 proporciona las condiciones de proceso implementadas durante la etapa de cromatografia en Affinity FVII
Select.

Tabla 9:
PARAMETROS DE | CONDICIONES A ESCALA REAL CONDICIONES DE ELIMINACION
OPERACION VIRAL
Caracteristicas de la columna
Tipo de columna Radial Radial
Referencia de gel (resina) Affinity Select VII* Affinity Select VII*
Parametros de la cromatografia
Volumen de carga 846 | (56,4 I/l de gel) 0,282 L (56,4 I/l de gel)
Carga de proteina = 39,6 g (=5,1 g/l de gel) = 5,1 g/l de gel
Caudal de cromatografia 480 I/h 0,16 I/n
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* Gel Affinity Select VIl idéntico al gel de afinidad usado en el Ejemplo 2.4

5.3 Resultados

Se ha medido la eliminacion viral en una muestra de material fuente descongelado y clarificado después de la etapa
de prefiltracién (muestra llamada Carga 2) y después de la eluciéon en cromatografia en Affinity FVII Select (muestra
llamada Eluato). Los resultados se muestran en la Tabla 10.

Tabla 10: Medicién de la eliminacién viral antes (Carga 2) y después de la cromatografia en Affinity FVII Select

(Eluato)
Virus | Carga 2 Eluato Factor de
reduccion
Titulo  (logio | Volumen | Entrada  total | Titulo (logio | Volumen | Salida total | (logto)
TCIDso / ml) (ml) (log1o TCIDso) TCIDso / ml) (ml) (log1o TCIDso)
MLV | 5,48 282 7,93 <1,84 52 <3,56 >4,37
TCIDso: 50 % de dosis infecciosa de cultivo de tejido

Los resultados de la Tabla 10 muestran que la etapa de cromatografia en Affinity FVII Select reduce el titulo viral de
un factor de reduccién (RF) superior a 4,37 log1o.

Ejemplo 6: Estudios de eliminacién viral para el virus no envuelto (PPV, parvovirus porcino) después de implementar
una etapa de cromatografia de afinidad en ligando especifico de Tg FVlla.

Las caracteristicas del parvovirus porcino (PPV) se describen en la tabla a continuacién:

Virus PPV

Cepa cepa NADL-2
Nombre Parvovirus porcino
Familia Parvoviridae

Subfamilia/género

Parvovirinae/Parvovirus

Hospedador natural

Porcino

Genoma ADN monocatenario
Envoltura Desnudo
Tamarfo en didmetro 18-24 nm

6.1 Protocolo experimental

Las etapas implementadas en el proceso son las siguientes:

Descongelacion del material fuente clarificado;

Infeccion del material fuente clarificado descongelado con 1 % del virus no envuelto MLV;

Prefiltracion con filtros 0,65/0,45 um y 0,45/0,2 um;

Tratamiento con disolvente/detergente (1 hora);

Carga sobre la columna FVII Select;

Lavado;

Elucion.
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La Tabla 11 proporciona las condiciones de proceso implementadas durante la etapa de cromatografia en Affinity
FVII Select.

PARAMETROS DE OPERACION | CONDICIONES A ESCALA REAL CONDICIONES DE ELIMINACION
VIRAL

Caracteristicas de la columna

Tipo de columna Radial Radial

Referencia de gel (resina) Affinity Select VII* Affinity Select VII*

Parametros de la cromatografia

Volumen de carga =918 (=61 I/l de gel) 0,311 (62 I/ de gel)

Carga de proteina = 5,3 g/l de gel = 5,3 g/l de gel

Caudal de cromatografia 480 I/h 0,16 I/h

* Gel Affinity Select VIl idéntico al gel de afinidad usado en el Ejemplo 2.4

6.2 Resultados

Se ha medido la eliminacion viral en una muestra de material fuente descongelado y clarificado después de la etapa
de prefiltracion y de tratamiento con disolvente/detergente (muestra llamada Carga inicial) y después de la elucién en
cromatografia en Affinity FVII Select (muestra llamada Eluato A). Los resultados se muestran en forma de
histograma en la Figura 5.

El histograma de la Figura 5 muestra que la etapa de cromatografia en Affinity FVII Select reduce el titulo viral de un
factor de reduccién (RF) superior a 3,8 logio.

Ejemplo 7: Estudios de eliminacion viral para el virus envuelto (MLV) y virus no envuelto (PPV) después de
implementar una etapa de cromatografia de exclusion por tamafno Superdex S200 prep grad

7.1 Protocolo experimental
Las etapas implementadas en el proceso son las siguientes:

- Descongelacion del material de partida muestreado de los lotes clinicos (eluato de hidroxiapatita-1 ceramica
(CHT-1));

- Infeccion del material de partida con 1 % de adicién (1 % de MLV o0 1 % de PPV);
- Prefiltracion con filtros 0,2 pm (MLV) o filtros 0,1 um (PPV);

- Carga de 2,3 % de volumen de columna (VC) en la columna S200;

- Recogida del eluato S200 (fraccién correspondiente a FVII).

La Tabla 12 proporciona condiciones de proceso implementadas durante la etapa de cromatografia de exclusién por
tamafio Superdex S200 prep grad.

PARAMETROS DE | CONDICIONES A ESCALA | CONDICIONES A ESCALA | CONDICIONES DE
OPERACION REAL 1X REAL 4X ELIMINACION VIRAL

CARACTERISTICAS DE LA COLUMNA

Tipo de columna BPG300 Axichrom450 Valichrom 11 - Atoll

Referencia de gel (resina) | Superdex S200* Superdex S200* Superdex S200*

PARAMETROS DE LA CROMATOGRAFIA

Volumen de carga 23% de VC (1,57 1]|23%deVC(3,51I) 2,3 % de VC (2,3 ml)
(media), [1,47 - 1,65])

Caudal de cromatografia 16 1/h 36 I/h 0,16 I/h
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** Gel Superdex S200 idéntico al gel usado en el Ejemplo 2.10

7.2 Resultados

Se ha medido la eliminacion viral en una muestra de eluato de CHT-1 después de la etapa de prefiltracion en filtros
0,2 um (para virus MLV) o en filtros 0,1 um (para virus PPV) (muestra llamada Carga 2), y después de elucién en
cromatografia de exclusién por tamafo Superdex S200 (muestra llamada Eluato). Los resultados se muestran en la
Tabla 13.

Tabla 13: Medicién de la eliminacién viral antes (Carga 2) y después de la cromatografia de exclusion por tamano
Superdex S200 (Eluato)

Virus | Carga 2 Eluato Factor de
reduccion
Titulo (logto | Volumen Entrada total | Titulo (logiwo | Volumen Salida  total | (logio)
TCIDs o/ml) (ml) (log1o TCIDso) | TCIDso / ml) (ml) (log1o TCIDs0)
MLV | 5,48 2,3 5,84 1,84* 9,80 2,83 3,01
PPV | 6,01 2,3 6,37 2,52** 7,17 3,38 3,00

TCIDso: 50 % de dosis infecciosa de cultivo de tejido

Los resultados de la Tabla 10 muestran que la cromatografia de exclusién por tamafio la cromatografia Superdex
S200 reduce el titulo viral de un factor de reduccion igual a 3,01 logio para virus envuelto (MLV) y un factor de
reduccion igual a 3,00 log1o para virus no envuelto (PPV).

En resumen:

- Se obtienen factores de reduccién altos de la eliminacién viral con la cromatografia en Affinity FVII Select, que
son superiores a 4,37 log1o para virus envuelto (MLV) e iguales a 3,8 logio para virus no envuelto (PPV);

- Se obtienen factores de reduccion medios de la eliminacién viral con la cromatografia de exclusién por tamafo
Superdex S200, que son iguales a 3,0 logio para virus envuelto (MLV) y virus no envuelto (PPV); la
cromatografia en Affinity FVII Select es mas eficiente que la cromatografia de exclusion por tamafio en
Superdex S200 para reducir el titulo viral de virus envueltos y no envueltos.

Ejemplo 8: Estudios de eliminacion viral para virus envuelto y virus no envuelto después de implementar varias
técnicas

8.1 Protocolo experimental

Se realizaron por separado los estudios de validacion viral de cromatografia de afinidad FVII Select, nanofiltracion y
Q Sepharose XL con 1 % de adicién de diversos virus en el material de partida para cada operacion de la unidad de
purificacién y la valoracion del virus con adicion en la fracciéon de interés (uno era FVII recuperado). Se afadieron el
factor de reduccién logio obtenido para cada operacién de la unidad de purificacién para cada virus y se estimé virus
por virus un factor de reduccion global.

8.2 Resultados

Los resultados se dan en la Tabla 14.

Tabla 14:
Virus envueltos Virus no envueltos
Virus con adicion
MLV BVDV PRV FCV PPV
Especies virus el | HEV,RHDV, | Parvovirus, NEV
Modelo para Retrovirus | resistentes de E s’tein otros NEV de resistentes muy
entre EV B P tamano medio | pequefos
arr
Cromatografia en FVII Select | > 4,4 NA NA NA 3,8
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Virus envueltos
Virus con adicion

Virus no envueltos

MLV BVDV PRV FCV PPV
Tratamiento con 552 545 59 NE NE
disolvente/detergente
Nanofiltracion 24,0 24,4 NA 24,6 6,0
Tratamiento con
disolvente/detergente + 29,2 28,9 NA 24,6 6,0
Nanofiltracion
Cromatografia QSXL* 249 2,9 >51 5,3 6,7
Factor de reduccién (RF) ~185 ~118 > 11,0 >9.9 16,5

global estimado

* Idéntica a la etapa de cromatografia de intercambio i6nico del Ejemplo 2.8

NA: No disponible

NE: No eficaz. El tratamiento con disolvente-detergente no es eficaz en virus no envueltos.

La Tabla 14 muestra que:

- La implementacion de la etapa de cromatografia en FVII Select mas nanofiltracion mas la etapa de
cromatografia de intercambio idnico en Q Sepharose XL en el proceso conduce a un aumento de la reduccion
viral de 9,3 logio que conduce a un factor de reduccion global para virus no envueltos superior o igual a

18,5 log1o para el modelo viral de PPV

- La implementacion de la etapa de cromatografia FVII Select mas nanofiltracion mas la etapa de cromatografia
de intercambio iénico en Q Sepharose XL en el proceso conduce a un aumento de la reduccion viral de
10,5 log1o que conduce a un factor de reduccién global para virus envueltos igual a 16,5 logio con el modelo viral

de MLV.
LISTADO DE SECUENCIAS
<110> LFB BIOTECHNOLOGIES

<120> Método de purificacién de factor VIl transgénico

<130> 32511EP LFB

<160> 41

<170> BiSSAP 1.0

<210> 1

<211> 22

<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>
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<221> FUENTE
<222>1..22

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Dominio de la region estructural 1 de la proteina de unién al antigeno"
/organismo="secuencias artificiales"

<400> 1
Gly Gly Ser Val Gln Thr Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Glu Ile
1 5 10 15
Ser Gly Leu Thr Phe Asp
20
<210>2
<211> 22
<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> FUENTE
<222>1..22

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Dominio de la region estructural 1 de la proteina de unién al antigeno"
/organismo="secuencias artificiales"

<400> 2
Gly Gly Ser Val Gln Thr Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Val
1 5 10 15
Ser Gly Phe Ser Phe Ser
20
<210>3
<211> 22
<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> FUENTE
<222>1..22

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Dominio de la region estructural 1 de la proteina de unién al antigeno"
/organismo="secuencias artificiales"

<400> 3
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Gly Gly Ser Glu Gln Gly Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ile
1 5 10 15

Ser Gly Tyr Thr Tyr Gly
20

<210> 4
<211> 22
<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> FUENTE
<222>1..22

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Dominio de la region estructural 1 de la proteina de unién al antigeno"
/organismo="secuencias artificiales"

<400> 4
Gly Gly Ser Val Gln Pro Gly Gly Ser Leu Thr Leu Ser Cys Thr Val
1 5 10 15
Ser Gly Ala Thr Tyr Ser
20
<210>5
<211> 22
<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> FUENTE
<222>1..22

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Dominio de la region estructural 1 de la proteina de unién al antigeno"
/organismo="secuencias artificiales"

<400> 5
Gly Gly Ser Val Gln Ala Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Thr Gly
1 5 10 15
Ser Gly Phe Pro Tyr Ser
20
<210>6
<211> 21
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<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> FUENTE
<222>1..21

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Dominio de la region estructural 1 de la proteina de unién al antigeno"
/organismo="secuencias artificiales"

<400> 6
Gly Gly Ser Val Gln Ala Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Val Ala
1 5 10 15
Gly Phe Gly Thr Ser
20
<210>7
<211> 21
<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> FUENTE
<222>1..21

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Dominio de la region estructural 1 de la proteina de unién al antigeno"
/organismo="secuencias artificiales"

<400>7
Gly Gly Ser Val Gln Ala Gly Gly Ser Leu Arg Leu Ser Cys Val Ser
1 5 10 15
Phe Ser Pro Ser Ser
20
<210>8
<211> 11
<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> FUENTE
<222>1..11
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<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Dominio de la region estructural 4 de la proteina de unién al antigeno"
/organismo="secuencias artificiales"

<400> 8
Trp Gly Gln Gly Thr Gln Val Thr val Ser Ser
1 5 10
<210>9
<211> 11
<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> FUENTE
<222> 1..11

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Dominio de la region estructural 4 de la proteina de unién al antigeno"
/organismo="secuencias artificiales"

<400>9
Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr val Ser Ser
1 5 10
<210>10
<211> 11
<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> FUENTE
<222>1..11

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Dominio de la region estructural 4 de la proteina de unién al antigeno"
/organismo="secuencias artificiales"

<400> 10
Trp Gly Gln Gly Ala Gln Val Thr val Ser Ser
1 5 10
<210> 11
<211> 11
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<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> FUENTE
<222> 1..11

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Dominio de la region estructural 4 de la proteina de unién al antigeno"
/organismo="secuencias artificiales"

<400> 11
Trp Gly Gln Gly Thr Gln Val Thr Ala Ser Ser
1 5 10
<210> 12
<211> 11
<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> FUENTE
<222>1..11

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Dominio de la region estructural 4 de la proteina de unién al antigeno"
/organismo="secuencias artificiales"

<400> 12
Arg Gly Gln Gly Thr Gln val Thr Val Ser Leu
1 5 10
<210> 13
<211> 14
<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> FUENTE
<222>1..14

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Dominio CDR3 de la proteina de unién al antigeno" /organismo="secuencias
artificiales”
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<220>
<221> MOD_RES
<222> 12

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que existe naturalmente

<400> 13
Ala Leu Gln Pro Gly Gly Tyr Cys Gly Tyr Gly Xaa Cys Leu
1 5 10

<210> 14

<211>12

<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> FUENTE
<222>1..12

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Dominio CDR3 de la proteina de unién al antigeno" /organismo="secuencias
artificiales”

<400> 14
Val Ser Leu Met Asp Arg Ile Ser Gln His Gly Cys
1 5 10

<210> 15

<211> 18

<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> FUENTE
<222>1..18

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Dominio CDR3 de la proteina de unién al antigeno" /organismo="secuencias
artificiales"

<400> 15
Val Pro Ala His Leu Gly Pro Gly Ala Ile Leu 2Asp Leu Lys Lys Tyr
1 5 10 15
Lys Tyr
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<210> 16
<211> 15
<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> FUENTE
<222>1..15

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Dominio CDR3 de la proteina de unién al antigeno" /organismo="secuencias

artificiales"

<400> 16

Phe Cys Tyr Ser Thr Ala Gly Asp Gly Gly Ser Gly Glu Met Tyr

1 5

<210> 17
<211> 15
<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> FUENTE
<222>1..15

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Dominio CDR3 de la proteina de unién al antigeno" /organismo="secuencias

artificiales"

<400> 17

10

15

Glu Leu Ser Gly Gly Ser Cys Glu Leu Pro Leu Leu Phe Asp Tyr

1 5

<210> 18
<211>17
<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> FUENTE
<222>1..17

33

10

15



10

15

20

25

30

35

ES 2703 541 T3

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Dominio CDR3 de la proteina de unién al antigeno" /organismo="secuencias
artificiales”

<400> 18
Agsp Trp Lys Tyr Trp Thr Cys Gly Ala Gln Thr Gly Gly Tyr Phe Gly
1 5 10 15
Gln

<210> 19

<211> 24

<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> FUENTE
<222>1..24

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Dominio CDR3 de la proteina de unién al antigeno" /organismo="secuencias
artificiales”

<400> 19
Arg Leu Thr Glu Met Gly Ala Cys Asp Ala Arg Trp Ala Thr Leu Ala
1 5 10 15
Thr Arg Thr Phe Ala Tyr Asn Tyr
20
<210> 20
<211> 16
<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> FUENTE
<222>1..16

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Dominio CDR3 de la proteina de unién al antigeno" /organismo="secuencias
artificiales”

<400> 20

Gln Lys Lys Asp Arg Thr Arg Trp Ala Glu Pro Arg Glu Trp Asn Asn
1 5 10 15

<210> 21
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<211> 21
<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> FUENTE
<222>1..21

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Dominio CDR3 de la proteina de unién al antigeno" /organismo="secuencias
artificiales”

<400> 21
Gly Ser Arg Phe Ser Ser Pro Val Gly Ser Thr Ser Arg Leu Glu Ser
1 5 10 15
Ser Asp Tyr Asn Tyr
20
<210> 22
<211> 16
<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> FUENTE
<222>1..16

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Dominio CDR3 de la proteina de unién al antigeno" /organismo="secuencias
artificiales"

<220>
<221> MOD_RES
<222> 11

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que existe naturalmente

<400> 22
Ala Asp Pro Ser Ile Tyr Tyr Ser Ile Leu Xaa Ile Glu Tyr Lys Tyr
1 5 10 15
<210> 23
<211> 22
<212> PRT

<213> secuencias artificiales
35
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<220>
<221> FUENTE
<222>1..22

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Dominio CDR3 de la proteina de unién al antigeno" /organismo="secuencias
artificiales"

<400> 23
ZAgp Ser Pro Cys Tyr Met Pro Thr Met Pro Ala Pro Pro Ile Arg Asp
1 5 10 15
Ser Phe Gly Trp Asp Asp
20
<210> 24
<211>15
<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> FUENTE
<222>1..15

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Dominio CDR3 de la proteina de unién al antigeno" /organismo="secuencias
artificiales”

<400> 24
Thr Ser Ser Phe Tyr Trp Tyr Cys Thr Thr Ala Pro Tyr Asn Val
1 5 10 15
<210> 25
<211> 16
<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> FUENTE
<222>1..16

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Dominio CDR3 de la proteina de unién al antigeno" /organismo="secuencias
artificiales"

<400> 25
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Thr Glu Ile Glu Trp Tyr Gly Cys Asn Leu Arg Thr Thr Phe Thr Arg
1 5 10 15

<210> 26
<211> 22
<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> FUENTE
<222>1..22

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Dominio CDR3 de la proteina de unién al antigeno" /organismo="secuencias
artificiales"

<400> 26
Asn Gln Leu Ala Gly Gly Trp Tyr Leu Asp Pro Asn Tyr Trp Leu Ser
1 5 10 15
Val Gly Ala Tyr Ala Ile

20

<210> 27

<211> 24

<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> FUENTE
<222>1..24

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Dominio CDR3 de la proteina de unién al antigeno" /organismo="secuencias
artificiales”

<400> 27
Arg Leu Thr Glu Met Gly Ala Cys Asp Ala Arg Trp Ala Thr Leu Ala
1 5 10 15
Thr Arg Thr Phe Ala Tyr Asn Tyr
20
<210> 28
<211> 24
<212> PRT

<213> secuencias artificiales
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<220>
<221> FUENTE
<222>1..24

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Dominio CDR3 de la proteina de unién al antigeno" /organismo="secuencias
artificiales"

<400> 28
Agp Gly Trp Thr Arg Lys Glu Gly Gly Ile Gly Leu Pro Trp Ser Val
1 5 10 15
Gln Cys Glu Asp Gly Tyr Asn Tyr

20

<210> 29

<211>10

<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> FUENTE
<222>1..10

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Dominio CDR3 de la proteina de unién al antigeno" /organismo="secuencias
artificiales”

<400> 29
Asp Ser Tyr Pro Cys His Leu Leu Asp Val
1 5 10
<210> 30
<211> 12
<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> FUENTE
<222>1..12

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Dominio CDR3 de la proteina de unién al antigeno" /organismo="secuencias
artificiales"

<400> 30
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Val Glu Tyr Pro Ile Ala Asp Met Cys Ser Arg Tyr
1 5 10

<210> 31
<211> 27
<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> FUENTE
<222>1..27

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Proteina de uniéon al antigeno CH2 dominio" /organismo="secuencias
artificiales"

<400> 31
Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Thr Val Phe Ile Phe Pro Pro Lys
1 5 10 15
Pro Lys Agp Val Leu Ser Ile Thr Leu Thr Pro
20 25
<210> 32
<211> 27
<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> FUENTE
<222>1..27

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Proteina de uniéon al antigeno CH2 dominio" /organismo="secuencias
artificiales”

<400> 32
Ala Pro Glu Leu Pro Gly Gly Pro Ser Val Phe Val Phe Pro Thr Lys
1 5 10 15
Pro Lys Asp Val Leu Ser Ile Ser Gly Arg Pro

20 25

<210> 33

<211> 27

<212> PRT

<213> secuencias artificiales
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<220>
<221> FUENTE
<222>1..27

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Proteina de uniéon al antigeno CH2 dominio" /organismo="secuencias
artificiales"

<400> 33
Ala Pro Glu Leu Pro Gly Gly Pro Ser Val Phe Val Phe Pro Pro Lys
1 5 10 15
Pro Lys Asp Val Leu Ser Ile Ser Gly Arg Pro

20 25

<210> 34

<211> 27

<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> FUENTE
<222>1..27

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Proteina de uniéon al antigeno CH2 dominio" /organismo="secuencias
artificiales”

<400> 34
Ala Pro Glu Leu Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Lys
1 5 10 15
Pro Lys Asp Val Leu Ser Ile Ser Gly Arg Pro

20 25

<210> 35

<211>12

<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> FUENTE
<222>1..12

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Dominio CH3 de la proteina de unién al antigeno" /organismo="secuencias
artificiales"

<400> 35
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Gly Gln Thr Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Ala
1 5 10

<210> 36
<211>18
<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> FUENTE
<222>1..18

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Dominio CH3 de la proteina de union al antigeno" /organismo="secuencias
artificiales"

<220>
<221> MOD_RES
<222> 14

<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que existe naturalmente

<400> 36
Gly Gln Thr Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Ala Pro Xaa Arg Leu
1 5 10 15
Glu Leu

<210> 37

<211>18

<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> FUENTE
<222>1..18

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Dominio CH3 de la proteina de union al antigeno" /organismo="secuencias
artificiales”

<400> 37
Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp
1 5 10 15
Glu Leu
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<210> 38
<211> 18
<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> FUENTE
<222>1..18

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Dominio CH3 de la proteina de union al antigeno" /organismo="secuencias

artificiales"

<400> 38

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Glu

1
Glu Met

<210> 39
<211> 18
<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> FUENTE
<222>1..18

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Dominio CH3 de la proteina de union al antigeno" /organismo="secuencias

artificiales"

<400> 39

Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln Glu

1
Glu Met

<210> 40
<211>12
<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> FUENTE

5

5
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<222>1..12

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Dominio bisagra de la proteina de wunién al
/organismo="secuencias artificiales"

<400> 40
Gly Thr Asn Glu val Cys Lys Cys Pro Lys Cys Pro
1 5 10

<210> 41

<211>35

<212> PRT

<213> secuencias artificiales

<220>
<221> FUENTE
<222>1..35

<223> /tipo_mol="proteina" /nota="Dominio bisagra de la proteina de unién al
/organismo="secuencias artificiales"

<400> 41

Glu Pro Lys Ile Pro Gln Pro Gln Pro Lys Pro Gln Pro Gln Pro Gln
1 5 10 15
Proc Gln Pro Lys Pro Gln Pro Lys Pro Glu Pro Glu Cys Thr Cys Pro
20 25 30
Lys Cys Pro
35
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REIVINDICACIONES

1. Un método de purificacion de factor VII humano transgénico (TgFVIl) y/o factor VIl humano transgénico activado
(TgFVlla) producido en la leche de animal no humano transgénico, que comprende;

(a) una etapa de cromatografia de afinidad que comprende las etapas de:

i. poner en contacto la leche que contiene TgFVII humano y/o TgFVlla humano con un ligando que es
especifico para TgFVIl humano y/o TgFVlla humano, en condiciones que permiten que TgFVIl humano
y/o TgFVlla humano se una al ligando, y

ii. recuperar TgFVIlI humano y/o TgFVlla humano alterando de una forma no destructiva la interaccién con
dicho ligando, en el que dicho ligando es una proteina de unién al antigeno dirigida a al menos un TgFVlla
humano o epitope de TgFVIl humano, o un fragmento funcional o su derivado, y posee una afinidad
superior a 1 uM hacia TgFVII humano o TgFVlla humano,

(b) purificacién cromatografica de TgFVIl humano y/o TgFVlla humano eluido en un intercambiador i6nico, en
condiciones en las que TgFVIlI humano y/o TgFVlla humano son retenidos sobre el intercambiador i6nico,

(c) separacion cromatografica de TgFVII humano y/o TgFVlla humano eluido en la resina de pseudo-afinidad,
en condiciones en las que TgFVIl humano y/o TgFVlla humano son retenidos sobre la resina de pseudo-
afinidad,

(d) separacion cromatografica de TgFVIlI humano y/o TgFVlla humano eluido en un soporte de exclusién por
tamaro.

2. El método segun la reivindicacion 1, en el que dicho ligando comprende dos cadenas pesadas de polipéptidos que
forman dos sitios de unién al antigeno completos y carece de cadenas ligeras de polipéptidos.

3. El método segun las reivindicaciones 1 a 2, en el que dicho ligando deriva de cadenas de inmunoglobulina
pesadas de Camelidae y posee una afinidad de al menos 100 nM hacia TgFVIl humano o TgFVlla humano.

4. El método segun las reivindicaciones 1 a 3, en el que la etapa (ii) comprende al menos una etapa de lavado para
eliminar el material no unido antes de eluir TgFVII humano o TgFVlla humano del ligando, y ademas opcionalmente
comprende una segunda etapa de lavado para eliminar el material unido débil.

5. El método segun la reivindicacion 1, en el que el animal es un mamifero hembra, y preferentemente un conejo
hembra.

6. El método segun la reivindicacion 1, que comprende ademas las etapas preliminares, antes de la etapa (a), de
recoger y clarificar leche.

7. El método segun la reivindicacion 6, en el que la etapa de clarificacion de la leche se realiza por adicién de sal de
citrato, seguido por filtracién.

8. El método segun la reivindicacion 1, en el que el intercambiador i6nico de la etapa b) es un intercambiador
aniénico.

9. El método segun la reivindicacién 1, en el que la resina de pseudo-afinidad de la etapa c) es hidroxiapatita.

10. El método segun las reivindicaciones 1 a 9, que comprende ademas al menos una etapa de eliminar y/o inactivar
virus, preferentemente por nanofiltracion y/o por tratamiento con disolvente/detergente.

11. El método segun las reivindicaciones 1 a 10, que comprende ademas las etapas finales de formular, esterilizar y
liofilizar TgFVIl humano y/o TgFVlla humano liofilizados.

12. El método seguln las reivindicaciones 1 a 11, en el que la etapa de cromatografia de afinidad comprende las
etapas de:

(i) cargar una resina cromatografica sobre la que se inmoviliza un ligando como se define en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, con leche de un conejo hembra no transgénico que contiene TgFVIlI humano y/o TgFVlla
humano recombinantemente producidos, en condiciones que permiten que el ligando se una a TgFVII humano
y/o TgFVlla humano;

(ii1) lavar el material no unido;
(ii2) lavar el material unido débil; y

(ii3) eluir TgFVIlI humano y/o TgFVlla humano de la resina.
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13. El método segun las reivindicaciones 4 a 12, en el que, durante dicha etapa de cromatografia de afinidad, dicha
segunda etapa de lavado para eliminar material unido débil se realiza con un tampé6n que comprende desde 10 %
hasta 50 % de un agente hidréfobo, y cuya fuerza ionica varia desde 200 hasta 600 mM.

14. El método segun las reivindicaciones 4 a 13, en el que, durante dicha etapa de cromatografia de afinidad, dicha
etapa de elucién para eluir TgFVIl humano y/o TgFVlla humano de la resina se realiza con un tampon que
comprende desde 20 % hasta 70 % de un agente hidréfobo, y cuya fuerza idnica varia desde 500 hasta 2500 mM.

15. El método segun las reivindicaciones 1 a 14, en el que el FVII transgénico humano purificado resultante es un
FVII de alta pureza casi completamente activado que comprende un bajo porcentaje de formas degradadas,
proteolizadas u oxidadas.

16. El método segun las reivindicaciones 1 a 15, caracterizado por que la etapa de cromatografia de afinidad y/o la
etapa de cromatografia de intercambio i6nico y/o la etapa de cromatografia de exclusion por tamafo permiten
obtener un factor de reduccion viral superior a 3 log1o, preferentemente superior a 4 logio, mas preferentemente
superior a 5 log1o.
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Figura 2
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5
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